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1. INTRODUCCION
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1.1. ESTRUCTURA DE LA CROMATINA
Uno de los grandes problemas que se plantea la blolo 
gla molecular en la actualidad es el modo de organizaciôn estruc­
tural del âcido desoxirribonucleico (DNA) en el nûcleo de las cé- 
lulas eucariôticas. Por otra parte, el DNA no puede considerarse 
como una molécula Inerte y estâtica, sino que se duplica con ex­
trema fidelidad y al menos una parte de êl colabora en los proce- 
sos de slntesis del RNA, sirviendo de molde en un mecanlsmo regu- 
lado por un control complejo y cuidadoso. Asî, mientras los dlfe- 
rentes tipos de células somâticas de un mismo organisme eucariôti 
co poseen el mismo contenido en DNA celular, en cambio en cada una 
de ellas se expresan diferentes fragmentes de esta informaciôn to 
tal.
Desde hace bastante tiempo se sabe que el DNA se en- 
cuentra formando un complejo con diferentes proteînas y RNA dentro 
del nûcleo celular en eucariontes, complejo que se ha denominado 
"cromatina". Esta cromatina puede ser aislada y purificada a dis- 
tintos niveles como una entidad propia y por ello accesible a toda 
clase de experimentos "in vitro". La similitud en la relaciôn pro 
teînas/DNA existante entre la cromatina y los cromosomas aislados 
hace suponer que la cromatina tenga una determinada e importante 
significaciôn "in vivo". La cromatina puede ser considerada a di£ 
tintos niveles estructurales correspondientes a ôrdenes crecientes 
de organizaciôn y distintos niveles de funeionalidad.
Las proteînas cromosomales se agrupan en dos grandes 
clases principales; la primera de ellas contiene un conjunto de 
proteînas extraordinariamente bâsicas, présentes en el complejo en 
cantidades muy semejantes en peso al DNA y que han sido objeto de 
numerosos estudios, son las llamadas "histonas". Los restantes corn 
ponentes protelcos de la cromatina se conocen en general con el 
nombre de"proteInas cromosomales no histonas" (PCNH), grupo mucho 
mSs heterogêneo, en el que se incluyen polimerasas y proteînas con 
otras actividades enzimâticas, asl como proteînas con un posible 
papel estructural. Este grupo estâ mucho menos estudiado y tan
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solo se conocen datos importantes de un subgrupo de éstas que se 
ha denominado HMG (por su alta movilidad electroforética) y que 
poseen capacidad de interacciôn con algunas de las histonas.
El ûltimo de los componentes comentados, RNA, proba 
bleraente sea debido a la transcripciôn inmediata (RNA naciente) 
pero no se puede descartar la posibilidad de que una fracciôn de 
éste sea componente integral y necesario en el complejo de la cro 
matina.
Las proporciones relativas de estos componentes son 
variables dependiendo del Ôrgano o tejido, incluso algunas veces 
en dependencia del método de preparaciôn. Si bien la cantidad de 
histonas es normalmente equivalents en peso al DNA, la proporciôn 
es de PCNH y RNA varia entre aunplios mârgenes.
Los primeros estudios realizados sobre la cromatina 
se basaron en estudiar las caracterlsticas particulares de estas 
proteînas extraordinariamente bâsicas. Los primeros resultados 
alentadores para fraccionar este grupo de proteînas (Johns et al., 
1962) y los siguientes estudios en este campo (Johns, 1967; Murray, 
1964) llevaron a la dilucidaciôn de algunas caracterlsticas impor 
tantes de este grupo de proteînas (ver Tabla I).
Hasta el ano 1973, los estudios realizados sobre la 
estructura de la cromatina, utilizando fundamentaimente tëcnicas 
de difracciôn de rayos X (Wilkins et al., 1956, 1959; Luzzati y 
Nicolayef, 1963; Pardon et al., 1967; Richard y Pardon, 1970) 
dieron orlgen a la apariciôn de diferentes modelos en los que se 
suponla una estructura superhelicoidal para el DNA, superhélice, 
a la que las histonas se unirlan de forma totalmente inespeclfica, 
mateniendo dicha estructura (Pardon y Wilkins, 197 2; Bram y Ris, 
1971).
Después de esta fecha, diferentes trabajos, entre 
los que fundamentalmente se destacart la digestôn de cromatina con 
nucleasas (Hewisch y Burgoyne, 1973; Rill y Van Holde, 1973; Sa- 
hasrabudhe y Van Holde, 1974; Van Holde et al., 1974; Noll, 1974), 
la observaciôn microscôpica de la cromatina en condiciones distin
-5-
tas de las utlllzadas hasta entonces (Olins y Olins, 1973 y 1974; 
Van Holde e Isenberg, 1975; Langmore y Wooley, 1975 y Griffith, 
1975) y el estudio de las interacciones histona-histona (Kornberg, 
1974; D'Anna e Isenberg, 1974) supusieron un gran avance en el e^ 
tudio de la estructura de la cromatina y se desplazaron los mode 
los citados con anterioridad, llegândose a una diferente concepciôn 
del problema, segûn la cual, la cromatina poseeria una organizaciôn 
a base de subunidades globulares a las que se les comenzô a denom_i 
nar cuerpos "v " Ô nucleosomas.
La digestiôn de la cromatina a diferentes tiempos con 
nucleasas diô como resultado la apariciôn de diverses fragmentes, 
todos ellos mûltiplos de una subunidad fundamental que contenia 200 
pares de bases del DNA (Hewish y Burgoyne, 1973) . Todos estos resul 
tados, conjuntamente con los estudios sobre las interacciones his­
tona-histona llevados a cabo por Kornberg y Thomas (1974), llevaron 
a estos autores a postular la composiciôn total de estas subunida­
des fundamentales, que segûn esto estarian constituidas por un octâ 
mero de histonas de estequiometria (H2A-H2B-H3-H4)2/ una molécula 
de histona Hl y 200 pb de DNA. Por otra parte, estas subunidades re 
petitivas de 200 pb son aûn sensibles al posterior ataque de la nu- 
cleasa micrococal, obteniéndose un intermediario en el proceso de 
digestiôn que contenia 160 pb de DNA, el octâmero y Hl, y un frag­
mente posterior mâs resistente de 140-150 pb de DNA y en el que no 
se observaba la presencia de Hl (Shaw et al.,1976; Axel,1975). Al 
fragmente de 140-150 pb de DNA y el octâmero se le denominô "core" 
y al fragmente de 60 pb restante "linker".
Mâs recientemente, Hjelm et al. (1977) y Suau et al. 
(1977) utilizando la técnica de dispersiôn de neutrones obtuvieron 
un Rg (radio de giro) menor para el nucleosoma en presencia de DjO 
al 60% que en presencia de DjO al 35%, hecho que sugerla una loca­
lizaciôn externa para el DNA, envolviendo al octâmero de histonas 
en el core nucleosomal.
Estos y otros resultados llevaron a Finch y Klug en 
1977 a proponer el modelo de estructura del nucleosoma en el que
— 6—
los 140 pb recorrerlan una vuelta y très cuartos (1 3/4) de su- 
perhêlice toroidal alrededor del octâmero de histonas. Esta su 
perhélice tendrîa un diâmetro de unos 9 nm y un paso de rosca 
de 2.8 nm e implicarla una longitud de 75-82 pb de DNA por vueJL 
ta en conformacidn B o prôximo a alla.
2nm
2.inm
s n m
11 n m
Figura 1- Modelo para 
la organizacion del DNA 
en el core nucleosomal 
(Finch et al., 1977).
Sin embargo, esta estructuraciôn en collar de per 
las de la cromatina parece ser ûnicamente un primer nivel de 
organizaciôn, dândose en los cromosomas un mayor grado de estruc 
turaciôn. La observaciôn al microscopio electrônico de la croma 
tina (Finch y Klug,1976) revelô la presencia de fibras de 300 A 
de diâmetro que segûn estos autores serian debidas a un enrrolla 
miento solenoidal de la cadena de nucleosomas, pareciêndo confir- 
mar asi la idea anterior.
De este modo, el papel estructural de las histonas 
H2A,H2B,H3 y H4 o histonas "internas" (Isenberg, 1976) en la ac­
tualidad estâ perfectamente establecido (Felsenfeld, .1978). Sin 
embargo el précise papel de la histona Hl no es aûn conocido y 
generalmente se ha asociado con el DNA internucleosomal (Noll y 
Kornberg, 1977). AsImismo, en la actualidad se acepta que la his^
—7—
Figura 2. Modelo solenoidal propuesto 
para el enrrollamiento de la cadena 
polinucleosomica.
tona Hl contribuye a un grado de compactaciôn mayor de los nucleo 
sornas en la fibra de cromatina (Littau et al., 1965; Bradbury et 
al., 1973; Finch y Klug, 1976; Renz et al.,1977), pero a pesar de 
los esfuerzos de varios autores para describir el modo de uni6n 
de la Hl al DNA en la fibra de cromatina (Vogel y Singer, 1976; 
Christiansen y Griffith, 1977; Gaubatrz et al., 1977; thoma et al. 
1978; Boulikas et al., 1980 y Allan et al.,1980), el modo preciso 
de acciôn de la Hl permanece aûn poco claro.
1-2. ESTUDIOS DE ESTRUCTURA PRIMARIA DE LAS HISTONAS MUY RICAS 
EN LISINA Hl Y H5.
La importante misiôn que parecîan desempenar las 
histonas muy ricas en lisina Hl y H5 en el complejo de la cro-
— 9—
matina muy pronto despertô entre los investigadores el ënimo de 
realizar diferentes estudios estructurales en estas histonas.
En cuanto a la estructura primaria, las histonas del 
core, mâs pequenas en teunano molecular, fueron secuenciadas muy 
pronto en timo de ternera CDeLange et al., 1969 y Ogawa et al,. 
1969 (H4); De Lange et al., 1972 y Oison et al.,1972 (H3); Iwai 
et al., 1972 (H2B); Yeoman et al., 1972 y Sautiére et al.,1974 
(H2A)) y desde el principio se empez6 a observer una cierta homo 
logla y conservatividad en la secuencia segûn se fueron obtenien 
do datos de estructura primaria de estas histonas internas en di 
ferentes organismes.
La histona Hl, de mayor tamano molecular y de la cual 
existîan diferentes subfracciones, incluso dentro de un mismo tej_i 
do, se secuenciÔ con posterioridad.
La primera molécula de histona Hl sobre la que se rea 
lizaron estudios de estructura primaria fuê la subfraccidn RTL3 
de timo de conejo. Los estudios preliminares comenzaron con la 
fragmentaciôn de la molécula con NBS gracias a la presencia de un 
solo resto de tirosina. Seguidamente se consiguiô aislar y purify 
car el péptido 1-72 y se secuenciô completamente por sucesivos sa 
lapamientos de péptidos tripticos CBustin y Cole, 1969 y Rail y 
Cole, 1971). Los estudios posteriores realizados sobre el péptido 
72-Cterminal llevaron al completo conocimiento de la secuencia 
de aminoâcidos de la subfracciôn RTL3 de Hl de timo de conejo [Co 
le, 1977). En ese tiempo, se obtuvo también la secuencia compléta 
de la histona Hl de testlculo de trucha (MacLeod et al., 1977), 
mostrando un alto grado de homologla con la secuencia de la Hl de 
timo de conejo como se observa en la figura 3.
A la vista de estos datos y los resultados obtenidos 
acerca de la variabilidad de la regiôn amino terminal de las di­
ferentes subfracciones de Hl (Rail y Cole, 1971) parecla bastan­
te Clara la existencia de très dominios estructurales distintos 
en la molécula de Hl. La regiôn N-terminal de aproximadamente 40 
residuos contiene un elevado porcentaje de lisina y prolina y es
-9-
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Fitura 3. Comparacion de las secuencias de las histonas Hi de
testîculo de trucha y timo de conejo (MacLeod et al., 
1977).
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altamente variable de unas subfracciones a otras (Rail y Cole, 
1971). La sigulente regiôn, de aproxiraadamente 80 residues en HI 
de mamiferos, es mâs conservative y contiene la mayor parte de 
les restos hidrofôbicos de la molécula (Jones et al.,1974; Isen- 
berg, 1979). Finalmente, la regiôn C-terminal, que contiene apro 
ximadamente 100 residues, de les cuales el 90% son Usina, alani 
na y prolina (Cole,1977) con abundantes repeticiones de péptidos 
tipo Pro-Lys-Lys-Pro y Pro-Lys-Lys-Ala, se une fuertemente al DNA 
(Bradbury et al., 1975a).
Los estudios posteriores sobre secuencia de histonas 
Hl se centraron en Hl de invertebrados, concretamente sobre la his 
tona * 1 descrita por Palàu et al. (1969). Después de les estudios 
iniciales, (Striclcland et al., 1976 y 1980a), la secuencia comple 
ta de esta histona fué descrita por Strickland et al.(1980b). Asi 
raismo se han obtenido un gran nûmero de homologias entre esta se­
cuencia y la que présenta la histona Hl de Piamme.c.hXna-i ,
cuyo gen ha sido clonado y deducida la secuencia de nucleôtidos 
(Schaffner et al., 1978).
Los resultados obtenidos al comparar eunbas secuencias 
demuestran una vez mâs que la zona mâs conservada de la molécula 
es el dominio central, mientras que las regiones N y C-terminales 
estân sujetas a un mayor nûmero de variaciones (Strickland et al., 
1980b).
Por otra parte, la histona H5, que sustituye parcial- 
mente a la Hl en eritrocitos nucleados de aves, aunque presentaba 
algunas diferencias importantes en su composicién de aminoécidos 
con la histona Hl (Champagne et al.,1967 y 1968), sin embargo con 
servaba unas caracteristicas estructurales muy similares a las de 
la histona Hl.
Los estudios sobre la estructura primaria de las histo 
nas H5 comenzaron fundamentalmente en la histona H5 de eritrocito 
de ganso y de eritrocito de polio. Actualmente se conoce la secuen 
cia compléta de estas dos histonas (Yaguchi,1979; Garel et al., 
1975; Briand et al., 1980).
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Par echinus 
P sammechinus
Parechinus 
Psammechinus
Parechinus 
P sammechinus
Parechinus
Psammechinus
Parechinus
-Psammechinus
Parechinus 
P sammechinus
Parechinus
Psammechinus
Parechinus
Psammechinus
Parechinus
Psammechinus
1 10 
Pro-Gly-Ser-Pro-Gln-Lys-Arg-Ala-Ala-Ser-P ro-Arg-
20
Lys-Ser-Pro-Arg-Lys-Ser-Pro-Lys-Lys-Ser-Pro-Arg-
30
Lys-Ala-Se r-Ala-S e r-P ro-
Met-Thr-Asp-Thr-
40
Ala-lÂrgrAla-Ser-Thr-
' I
Lys-jLysfPro-Ala-Ala- 
5"0 ■
ValfGln-Ala
Arg + Âr^- 
-Ala|;^ Lys*-
Lys-Ala-Lys-Arg-
Lys Val-Thr-Gln-
His-P ro-Pro- Val-Leu4Glu-Me t - 
His-Pro-Pro-Ala-Ala- Glu-Me t-
60
Ala-lie 
Ala-Ile
Thr-AlapMetj 
Lys
Lys-Glu-Arg-Lys_
Glu-rLeurLys-Glu-Arg-Lvs-  ^    —
Gly-Ser-Ser -Ala-Ala-Lys- Ile 
Gly-Ser-Ser-Arg-Gln-Ala-Ile
Lys-Ser
A1a-Asn 
80
Tyr {Met^Ala- 
J_n_ejLys-Tyr
Asn^Tyr'lArg- Vai ÎAsp--Met-Asn-|Val-Leu-Ala-Pro-Ala
Ala -HisfPJieTAsp- Valjciu-lle-Asp-jGln-Gln-Leu-Val-
r---------n,____ ^HisjVal-Arg-Argr
110
Pheylle-Lys-LysfAla-Leu-
“ “roo"*___
Val- 
Thr
Ala-Leu-Arg-Asn-Gly-Val-Ala-Ser- 
Arg-Ser-Gly-Val-Ala-Lys-
Parechinus Gly Ala Leu Lys- Gin
Psammechinus Gly. Thr ■Leu Val- Gin
113
Gl7jArgfPhe-A"ri-vVl1 
G l y S e r r l l e - L y s - L e u i
Thr-Gly-Thr-Gly-Ala-Ser-
Lys-Gly-Thr-Gly-Ala-Ser-
Figura 4. Comparacion de la secuencia de aminoacidos de las histo­
nas HI de Piammech-tnuA (deducida de la secuen­
cia de nucleotidos del gen de esta histona) y de HI de 
PcUizckZnu-à dngaZoiui (Strickland et al., 1980b). Los re^  
siduos idënticos se encuadran en linea continua, mien­
tras que los cambios conservatives se encuadran en linea 
de trazos.
-12-
Dominio N-terminal
H5 ganso 
H5 polio 
HI trucha
H5 ganso 
H5 polio 
HI trucha
Dominio Central
P A S H P T
H5 ganso 
H5 polio 
HI trucha
Y S E M I A A A I R A  
Y S E M I A A A I R A 
V G IEI L A G K| a ( V À |A
K S R G G S S R Q S I Q K Y  
K S R G G S S R Q S I 0 K Yl 
.KjT|RfTlGnnS|L A A L È|K [s
H5 ganso V K S H
H5 polio I K S H
Hl trucha L A A G G
H5 ganso G V L K Q
H5 polio 
HI trucha
G V L K Q
K G V G 
K G V G
R L A 
R L A
G frill V è |t k g FtIg a s G s pfïnLfTlK
Dominio C-terminal
G D
S D
K A V E
H5 ganso 
H5 polio 
HI trucha
H5 ganso 
H5 polio 
Hl trucha
H5 ganso 
H5 polio 
Hl trucha
H5 ganso 
H5 polio 
Hl trucha
Y K V G l q ^ A  D L Q I K L A I R R L  L Tj T
Y K V GIh In A D L Q I K LITIi R R L l [AA 
R~vlK|ljA|v K S|lJ v |t] K
A
P A K K P K A A A
S
S
R
K K K
Figura 5. Comparacion de la secuencia de aminoâcidos de las histo­
nas H5 de eritrocito de ganso, H5 de eritrocito de polio 
7 Hl de testîculo de trucha (Yaguchi et al., 1979).Resi­
dues entre* '(Briand et al.,1980).
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Cuando las secuencias de estas dos histonas H5 se com 
paran con la de la HI de testîculo de trucha (Figura 5) se vuelven 
a confirmer los resultados anteriormente citados; en primer térmi 
no, se observa que el 40% de la histona H5 es homôloga con la Hl 
de testîculo de trucha. Entre los residuos 76-98 de H5 de ganso y 
78-100 de Hl de trucha, 15 de los 23 restos son idënticos (65%).En 
el dominio C-terminal, 8 de los 10 residuos de prolina de la H5 de 
ganso pueden ser alineados con 8 de los 12 restos de prolina pré­
sentes en Hl de trucha. Es decir, en H5 existen tambiën très dife- 
rentes dominios estructurales similares a los que contiene la his­
tona Hl. Este hecho parece apoyar la idea de que Hl y H5 son pro- 
telnas homôlogas y que los genes de éstas proceden de un gen ance£ 
tral comûn (Yaguchi et al-, 1979).
Al igual que en el caso de la histona Hl, la alta con­
serva tividad observada en el dominio central de la molécula de H5 
ha sido correlacionada con un papel esencial de esta regiôn en las 
interacciones proteina-proteina en la cromatina (Briand et al., 
1980) .
Con esta perspective, actualmente el interés en el es- 
tudio de la estructura primaria de estas proteinas esté centrado 
en esa regiôn central mâs conservada de la molécula en orden a cia 
rificar el posible papel de esta zona de la molécula en la unién 
de la histona al DNA en la estructura de la cromatina. En este sen 
tido, Allan et al.(1980) alinean las mitades N-terminales de dife- 
rentes histonas Hl y H5 de secuencias conocidas, trâtando de esta- 
blecer el mayor nûmero de homologias posibles entre los dominios 
centrales de estas itioléculas (Figura 6) .
Mâs recientemente se han obtenido datos de secuencia 
de la histona Hl del malz Zea maya (Hurley et al., 1980) y de la 
subfraccién Hl" de higado de buey (Smith et al.,1980). La histona 
Hl de malz ha sido secuenciada en un 25% y,mediante la utilizaciôn 
de un programa de ordenador puesto a punto para detectar homologias 
de proteinas (Sankoff, 1972; Needlman y Wunsh, 1970),se han conse- 
guido establecer ciertas homologias entre esta histona y las histo-
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T D S P I P A P A P A A K P K R A R A P R K P
T E S L V L S P A P A K P K R V K A S R R S
S E A P A E T A A P A P A E K S P A K K K K A
S E A P A E T A A P A P A P K S P A K T P V K A
A E V A P A P A A A A P A K A P K K K A
P G S P Q K R A A S P R K S P R K S P K K S P R K A
T D T A K K V T Q K K P
A S H P T Y S E M I A A A I R
A S H P T Y S E M I A A A I R
A K K P G A G A A K R K A A G P P V S E L I T K A V A
A K K K K P A G A R R K A S G P P V S E L I T K A V A
A A K P K K S G P A V G E L A G K A V A
S A S P R R K A K R A R A S T H P P V L E M V Q A A I T
A A H P P A A E M V T T A I K
A D K S R G G S S R Q S I Q K Y V K S H Y K V G Q H A
A E K S R G G S S R Q S I Q K Y I K S H Y K V G H N A
A E K E R N G L S L A A L K K A L A A G G Y D V E K N
A S K E R S G V S L A A L K K A L A A A G Y D V E K N
A S K E R S G V S L A A L K K S L A A G G Y D V E K N
A M K E R K G S S A A K I K S Y M A A N Y R V D M N V
E L K E R K G S S R Q A I A N Y I K A H F D V E I D Q
D L Q I K L A I R R L L T T G V L K Q T K G V G A S G s
D L Q I K L S I R R L L A A G V L K Q T K G V G A G S s
N S R I K L G L K S L V S K G T L V E T K G T G A S G s
N S R I K L G L K S L V S K G T L V E T K G T G A S G S
N S R V K I A V K S L V T K G T L V E T K G T G A S G S
L A P HVR R A L R N G V A S G A L K Q V T G T G A S G R
Q L V FIK K A L R S G V A K G T L V Q T K G T G A S G S
F R L A K G D K A K R S P A G R K K K K K A A R
F R L A K S D K A K R S P G K K K A K + 74 r e-
F K L D K K A A S G E A K P K P K K A G A A K P K
F K L N K K A A T G E A K P K A K K A G A A K + 90
F K L N K K A V E A K K P A K K A A A P K A K
F R V G A V A K P K K A K K T S A A A K A K
I K L + 102 residuos
K S + 74 residues 
SIduos
K P A G + 83 residuos 
residues
K V A A + 72 residuos 
K A + 113 residuos
H5 ERITROCITO DE GANSO 
H5 ERITROCITO DE POLLO 
Hl CONEJO (RTL 3)
Hl TERNERA (CTL 1)
Hl TESTICULO DE TRUCHA 
Hl ESPERMA DE ERIZO DE MAR (P.A.) 
Hl EMBRION DE ERIZO DE MAR (P.M.)
H1/5
Figura 6. Comparacion de la secuencia de aminoâcldos de los 
dominios N-terminal y central de las histonas Hl 
y H5 (Allan et al., 1980).
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nas HI y H5 secuenciadas hasta el momento, sobre todo en el domi­
nio central (Hurley et al., 1980).
La subfraccién HI" de higado de buey ha sido fragmen 
tada mediante CNBr gracias a la presencia de un reslduo de metio- 
nina en la molécula y a partir del péptido C-terminal obtenido de 
este tratamiento se ha secuenciado un fragmento de 19 aminoScidos 
correspondiente a la regiôn N-terminal de dicho péptido (Smith et 
al., 1980).
Hl® Bovina; met-ile-val-ala-ala-ile-gln-ala-glu-lys-asn-arg-ala-
H5 Pollor met-ile-ala-ala-ala-ile-arg-ala-glu-lys-ser-arg-gly-
H5 Ganso: m^t-ile-ala-ala-ala-ile-arg-ala-asp-lys-ser-arg-gly-
H1 Bovina: leu-ile-thr-lys-ala-val-ala-ala-ser-lys-glu-arg-ser-
gly-thr- X - X -gin- X -ile 
gly-ser-ser-arg-gln-ser-ile- 
gly-ser-ser-arg-gln-ser-ile- 
gly-val-ser-leu-ala-ala-leu-
Figura 7. Comparacion de secuencias parciales de aminoâcidos de Hl° 
H5 eritrocito de polio y de ganso y una subfracciôn de Hl bovina, 
(Smith et al., 1980).
Esta secuencia obtenida, que corresponde aproximadcimente 
a la regiôn 30-50 de la molécula de Hl" muestra mayor analogla con 
las histonas H5 que con la histona Hl de mamiferos, por lo que los 
autores suponen una similitud funcional entre esta subfracciôn Hl" 
y la H5 de eritrocitos de aves (Smith et al.,1980).
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1.3. ESTUDIOS DE ESTRUCTURA SECUNDARIA Y TERCIARIA DE LAS HISTO- 
NAS MUY RICAS EN LISINA Hl Y HS
Desde que las histonas lograron fraccionarse y se ais- 
laron los cinco grupos principales de las mismas, han sido objeto 
de numerosos estudios estructurales a todos los niveles. Los estu­
dios previos acerca de las transiciones estructurales de las histo­
nas en soluciôn indicaban un comportcuniento marcadamente diferente 
para la histona Hl cuandô se la comparaba con las demâs fracciones. 
Las histonas Hl y H5 se desplazan de la cromatina a concentraciones 
salinas menores que las necesarias para disociar las demâs histo - 
nas (Ohlenbusch et al.,1967; Murray et al., 1970); la histona Hl no 
tiene la misma capacidad de formaciôn de agregados en soluciôn que 
el resto de las histonas (Edward et al.,1969)- Asimismo las transi­
ciones conformacionales producidas por el aumento de la fuerza i6n^ 
ca del medio producen un porcentaje menor de estructura secundaria 
ordenada en la molécula de Hl que en las otras cuatro histonas (Brad 
bury et al., 1965; Jirgensons et al., 1965; Bradbury et al., 1967 
y 1970). La histona H5 también exhibe cambios conformacionales com 
parables a los de la histona Hl (Williams et al., 1973).
Conforme fueron avanzando los estudios de secuencia en 
estas histonas, comprobândose una distribucién asimétrica de sus re 
siduos bâsicos, as! como los estudios en complejos H1/H5-DNA, el 
comportamiento estructural de las histonas muy ricas en lisina fué 
tomando una gran importancia como punto de referencia en el escla- 
recimiento de sus funciones en la cromatina.
Los estudios mâs extensos en este campo fueron realiza 
dos en Hl de timo de ternera y H5 de eritrocito de polio. La aplica 
ciôn de la resonancia magnética nuclear y el dicroismo circular en 
la histona Hl de timo de ternera y en 16s péptidos 1-72 y 73-Cterm^ 
nal (productos de rotura con NES de la histona) révélé la existen- 
cia de estructuras plegadas especificamente (semejante a las prote^ 
nas globulares) en la regiôn 40-115 de la Hl de timo, inducidas por 
un aumento de la fuerza iônica o del pH (Bradbury et al., 1975a).
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Esta estructura globular de lé histona no contiene estructura g 
(Bradbury et al., 1965; Guillc: et al., 1977) pero si regiones en 
a-hélice. Estas regiones, sec in Bradbury et al.(1975a) se extien 
den desde los residuos 42-55 j 58-75, segûn el cSlculo que reali- 
zaron por un procediraiento de aredicciôn de a-hélice para una de- 
terrainada cadena polipeptidicé (Lewis et al., 1974).
Con el fin de obte ler mâs datos acerca de los diferen 
tes dominios de la molécula, I a histona Hl se sometié a diferentes 
procesos de fragmentacién. De aste modo, Bradbury et al. (197 5b) 
estudiaron por RMN y dicroismc circular en la regiôn del ultravio- 
leta lejano los dos péptidos 1-106 y 107-Cterminal) que resultan 
de la digestiôn controlada cor quimotripsina de la histona Hl. El 
fragmento N-terminal (1-106) î afre una estructuraciôn inducida por 
sal en soluciôn acuosa diferei te a la que tiene lugar en la molécu 
la Intacta. Por otra parte lo£ datos de dicroismo circular sugie- 
ren una similitud en estructur a secundaria entre el péptido y la 
molécula de histona. El fragm< nto C-terminal (107-Cterminal) ape- 
nas se estructura con sal,pert ,sin embargo, se une muy fuertemente 
al DNA.
Estudios paralelo: en la histona <j)l (histona de esper-
ma de erizo de mar, similar a a Hl de mamiferos) demostraron que 
esta proteina se comporta de : orma idéntica a la Hl en cuanto a 
las transiciones estructurale: inducidas por sal y pH (Puigdome-
nech et al., 1975).
Chapman et al. (1 76) fràgmentaron la Hl de timo de 
ternera con trombina (proteas. que rompla preferentemente en la re 
giôn ^r^-Lys-Lys-AÎ^)obteniento asI dos nuevos péptidos de la mo- 
léculà en los que poder deter: inar nuevos estudios estructurales. 
El péptido 1-122 posee la to alidad de la estructura en a-hélice 
de la molécula de histona, mi- ntras el C-terminal muestra muy pcca 
o ninguna estructura. Con est- se estableciô el limite C-terminal 
de la regiôn capaz de adquiri estructura entre los residuos 107- 
122. El limite N-terminal de sta regiôn no fue tan fâcil de escla 
recer debido a la variabilida que présenta la regiôn N-terminal 
de la proteina.
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sin embargo otros autores, estudiando las transciciones conforma­
cionales que ocurren en las diferentes subfracciones de HI de timo 
de ternera, obtienen algunos resultados discordantes con los de 
Bradbury. Smerdon e Isenberg (1976) observaron que la transiciôn e£ 
tructural que tiene lugar en las diferentes subfracciones de Hi de 
timo de ternera como consecuencia de un aumento del pH ocurre apro- 
ximadamente a pH 9.0 y no entre pH 3 y 6 como se habla descrito an­
teriormente (Bradbury et al., 1975a). Por otra parte, estos autores 
demuestran que la anisotropla e intensidad de fluorescencia de la 
Hi de timo de ternera se incrementan como consecuencia del cambio 
conformacional, por lo que concluyen que las regiones que contienen 
los residuos de tirosina en las diferentes subfracciones deben estar 
implicadas en el proceso de estructuraciôn inducido por sal. Este 
hecho ya habla sido apuntado por Bustin (1971) como resultado de los 
estudios de modificaciôn del residue de tirosina de la histona HI 
de timo de ternera.
Utilizando las mismas técnicas (espectroscopla de reso­
nancia magnética nuclear y dicroismo circular) se comenzaron a estu 
diar las caracteristicas estructurales de la histona H5 (Crane-Ro- 
binson et al.,1976). Siguiendo una estrategia parecida a la eroplea- 
da anteriormente con la HI, se fragmenté la molécula mediante dife­
rentes agentes quimicos (CNBr y NBS fundamentalmente) obteniéndose 
asi diferentes regiones de la molécula. Se demostrô que la histona 
H5 posee una estructura secundaria y terciaria relativamente simi­
lar a la de la histona Hl en soluciones salinas y que los residuos 
aromâticos de la H5 estân implicados en el cambio conformacional.
Sin embargo, mientras que en Hl los 40 primeros residuos de la re­
giôn N-terminal no forman parte de la estructura globular de la 
proteina, en la histona H5 la rotura por el residuo 31 destruye to 
talmente la capacidad de estructuraciôn de la histona. Estos resu^ 
tados llevaron a proponer un modelo sobre la posible localizaciôn 
de la estructura secundaria de la histona H5 (Crane-Robinson et al. 
1976).
El experimento clave en este terreno fué la obtenciôn 
de un fragmento limite de la digestiôn controlada con tripsina de
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la molécula de Hl o del péptido 1-122 (Hartman et al.,1977). Este 
fragmento limite corresponde a la regiôn 35-120 de la molécula y 
es capaz de adquirir una estructura globular en condiciones fisio 
lôgicas de pH y fuerza iÔnica. Los estudios realizados en el mis- 
mo demostraron que contiene el total de la estructura ordenada que 
es capaz de adquirir la molécula intacta. Estos autores postularon, 
a la vista de estos datos, un modelo de los diferentes dominios es 
tructurales de la histona Hl.
rtgion globular
35 .-wTÎIKx région bisica
A B E Z A
216
N A R I Z COLA170
Figura 8. Los très dominios estructurales de la histona Hl(Hartman 
et al- , 1977) .
El dominio N-terminal, de aproximadamente 35 residuos, 
corresponde a la regiôn mâs variable entre las distintas subfraccio 
nés. Los 85 residuos siguientes constituyen el dominio central mâs 
conservative y capaz de adquirir estructura globular con el aumento 
de la fuerza iônica. Finalmente la regiôn C-terminal, de aproximada 
mente 100 residuos, es predominantemente bâsica y se encuentra en es 
tructura estadistica.
Paralelamente y siguiendo un procedimiento idéntico se 
consiguiô, posteriormente, aislar un péptido similar de la digestiôn
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trîptica de la histona H5 de eritrocito de polio, al cual se le de 
nominÔ GH5 (ya que contiene la regiôn globular de dicha histona) 
(Avilés et al., 1978). Gracias a los datos de secuencia de esta 
histona que se conoclan en ese tiempo, se consiguiô determiner a
que zona de la molécula corresponde dicho fragmento (residuos 22
al 100). El péptido GH5 tiene un similar comportamiento estructu­
ral que su homôlogo en Hl de mamlferc. Estos resultados proponen 
una divisiôn de la histona H5 en très dominios estructurales anâ- 
logos a los descritos para la Hl; la regiôn N-terminal, menor que 
en la Hl, de 21 residuos de aminoâcidos, una segunda regiôn compac 
ta de 79 residuos y una regiôn C-terminal, desordenada en soluciôn, 
de 85 aminoâcidos. La diferencia en carga neta positiva en las re­
giones N-terminales de Hl y H5 debe traducirse en diferentes inter 
acciones con el DNA.
Una vez que se habian conseguido aislar y purificar los
péptidos globulares de estos dos tipos de histonas, se realizaron
sobre ellos extensos estudios estructurales fundamentalmente por es^  
pectroscopia de RMN (Chapman et al., 1978a y 1978b). Los resultados 
mâs significatives obtenidos por estos autores se resumen a conti- 
nuaciôn.
En la regiôn globular de Hl de timo de ternera:
- La guanidilaciôn de los residuos de lisina no afecta a la capa­
cidad de estructuraciôn de esta regiôn, por lo que probablamen­
te todos los residuos de lisina se encuentran en la superficie 
de la estructura globular, hacia el medio polar.
- Los residuos âcidos taunbién tienen una localizaciôn externa.
- El ünico residuo de tirosina que contiene la molécula estâ orien 
tado hacia el interior de la regiôn globular y rodeado de un en 
torno hidrofôbico.
- La modificaciôn de este residuo de tirosina por nitraciôn o io- 
daciôn desplaza el equilibrio hacia la forma no estructurada. 
Este resultado estâ de acuerdo con el obtenido por Padros et al. 
(1978), autores que demuestran que la desnaturalizaciôn térmica 
de la regiôn globular de la histona Hl lleva consigo un desple- 
gamiento del entorno que contiene la tirosina.
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En la regiôn globular de H5 de eritrocito de polio:
- El dnico residuo de tirosina que se encuentra en un entorno si 
milar al de la tirosina de timo es el residuo 28, mientras que 
la tirosina 58,homôloga en la secuencia a la tirosina 7 2 de ti 
mo, estâ situada en un entorno mâs polar.
- Tan sôlo dos regiones, aparentemente homôlogas en estructura 
primaria, de ambas moléculas, parecen tener la misma estructu­
ra secundaria (residuos 30-40 en H5 y 44-54 en Hl).
- Estas diferencias probablemente sean debidas a que ambas zonas 
globulares han evolucionado por separado(Chapman et al., 1978b)
Posteriormente, los estudios realizados de digestiôn 
trîptica de complejos H5/H1-DNA demostraron la existencia de pépt^ 
dos resistentes a la digestiôn en ambas histonas, idënticos a los 
encontrados en las histonas libres en soluciôn, confirmandose de 
este modo la presencia de los très dominios estructurales de la 
histona cuando se une al DNA (Avilés et al., 1979). Sin embargo, 
la estructura précisa de esta regiôn globular no tiene por qué man 
tenerse estrictamente idéntica en ambas situaciones. El marcaje de 
spin de la ünica tirosina de Hl de timo o de los residuos hidroxi- 
lados muestra una raientizaciôn en el tiempo de correlaciôn rota- 
cional (Te), lo cual indica la existencia de cambios conformacio­
nales en la zona globular de la molécula cuando esta se une al DNA 
(Lawrence et al., 1980).
Recientemente se ha logradô aislar una regiôn de idén- 
ticas caracteristicas a los péptidos 35-120 de Hl de timo y 22-100 
de H5 de eritrocito de polio, por digestiôn trîptica de la histona 
4>1 de esperma de erizo de mar. Este fragmento posee aproximadamen­
te 82 residuos y muestra una estructura secundaria muy similar a 
los péptidos homôlogos de Hl y H5 (Puigdomenech et al., 1980).
La importancia de los très dominios estructurales dife 
rentes,que poseen las histonas muy ricas en lisina,en su funciôn 
précisa èn la cromatina es un hecho aceptado en la actualidad. La 
regiôn globular de la molécula, muy conservada, posiblemente esté 
implicada en las interacciones proteina-proteina, mientras que las 
regiones N y C-terminales sean fundamentalmente los dominios de in
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teracciôn con el DNA.
1.4. Hl Y ESTRUCTURA DE CROMATINA
Existen numerosos resultados, entre los que se encuen 
tran una transcripciôn mâs râpida "in vitro" de la cromatina des- 
provista de Hl (Simpson, 1974a), una conformaciôn mâs extendida 
para la cromatina carente de Hl (Polacow y Simpson, 1973; Simpson 
1974b) asi como para la cromatina transcripcionalmente activa "in 
vivo" (Scheer, 1978), una temperature de desnaturalizaciôn menor 
para cromatina sin Hl (Reeck et al., 1972) y para cromatina de 
cromosomas politénicos que estâ formando "puffs" con relaciôn a 
la que no encuentra en este estado (Pages y Alonso, 1978) , una 
preferente suscefitibilidad a la DNasa I en genes transcripcional­
mente actives (Weintraub y Graudine, 1976; Garel y Axel, 197 6) y 
un incremento en la viscosidad intrinseca de la cromatina cuando 
se extrae la Hl (Henson y Walker, 1970 y 1971; Lewis et al.,1976), 
que ponen de maAifiesto la importante significaciôn de la histona 
Hl en los procesos de transcripciôn "in vivo" asi como su partie^ 
paciôn en estructuras de orden superior en el complejo de la cro­
matina .
1.4.1. Hl Y EL PRIMER Y SEGÜNDO NIVEL ESTRUCTURAL
1.4.1.1. EL CROMATOSOMA
Cuando la cromatina se digiere con nucleasa microco- 
cal, en el curso de la reacciôn hidrolltica se pueden diferenciar 
distintos niveles de organizaciôn, correspondientes a diferentes 
intermediaries, observândose cuatro grandes pausas en el proceso 
de degradaciôn ; (A) particules con un coeficiente de sedimenta- 
ciôn de 40s, que contienen aproximadamente 8 nucleosomas en una 
estructura compacta (Hozier et al., 1977), (B) una particule que
consta de una subunidad repetitive, variable segûn el organisme y
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tejido, generalmente compuesta de 185-205 pb de DNA, que se deno- 
minô nucleosoma (Noll,1974; Axel,1975; Sollner-Webb y Felsenfeld, 
1975; Shaw et al., 1976; Noll y Kornberg,1977)(C)una partlcula que 
albergaba aproximadamente 160 pb de DNA, una molécula de Hi ô H5 y 
el octâmero de histonas (Varshavsky et al., 1976;Whitolck y Simp­
son, 1976; Bakayev et al., 1977; Todd y Ganard, 1977; Noll y Korn 
berg, 1977) y (D) por Ultimo una particula compuesta por 140 pb de 
DNA y las histonas internas, pero que carecla de la histona muy r^ 
ca en lisina Hl 6 H5, el core nucleosomal.
Mientras la estructura y funciôn del fragmento de DNA 
internucleosomal permanece poco esclarecida, siendo este variable 
en longitud de unos organismes a otros, la particula de 160 pb de 
DNA muestra una longitud mucho mâs constante (Morris, 1976; Noll, 
1976;Lohr et al., 1977). Esta Ultima subunidad, que ademâs contie 
ne las histonas internas y la histona Hl, se denominô cromatosoma 
(Simpson, 1978). Los estudios de desnaturalizaciôn térmica y de 
digestiôn con DNasa I de croraatosomas con y sin Hl (H5) indicaban 
que los 20 pb extra del cromatosoma se encuentran localizados 10 
en cada extreme del core, interaccionando con una molécula de Hi, 
êstabilizândose de este modo una estructura de dos vueltas de su­
perhélice, con 80 pb/vuelta. La ausencia de la histona Hl (H5) 
provoca, por tanto, una desestabilizaciôn de esos 20 pb, pudiendo 
ser ésta la causa primaria del proceso de descondensaciôn de la 
cromatina y de que los puntos de entrada y salida del core sean 
distintos. De esta manera, el cromatosoma puede ser la subunidad 
repetitive bâsica en el cromosoma (Simpson,1978).
1.4.1. 2. Hl Y LAS SÜPERESTRÜCTURAS INDUCIDAS POR SAL EN LA CROMA­
TINA
Los estudios de microscopfa electrônica de cromatina 
con y sin Hl (Thoma et al., 1979) han sido de extraordinaria im­
portancia en la investigaciôn de la funciôn de la histona Hl.
En medios de baja fuerza iônica, la cromatina se mues-
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tra como un filamento de nucleosomas, que se condensa, al ir au- 
mentando la concentraciôn salina, en diferentes estados interjne- 
dios hasta un progresivo desarrollo de la superestructura en la 
que los nucleosomas aparacen entrelazados.
La cromatina sin Hl también sufre una condensacién a 
altas fuerzas iônicas, pero esta superestructura no posee las mi£ 
mas caracteristicas que cuando esté presents la Hl, y posiblemen­
te esta condensaciôn anÔmala sea ünicamente debida al efecto que 
produce la fuerza iônica sobre un polielectrolitico. En este sen- 
tido, Vollenwheider (1975) observa que el DNA libre es capaz de 
condensarse como consecuencia de un aumento en la fuerza iônica 
del medio.
y  conHI  
Q s i n  Hl100 mM
n - 3
ImM
Figura 9. Modelo ideallzado 
para las superestructuras he^  
licoidâles de la cromatina 
con Hl y las transiciones e^ 
tructurales como consecuencia 
del aumento de la fuerza io- 
nica (Thoma et al., 1979).
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Basândose eh los resultados de mlcroscopîa electrônica 
de los diferentes intermediarios asi como la determinaciôn de los 
puntos de corte exactes de la DNasa I en el nucleosoma (Lutter, 
1979), Thoma et al.,(1979) propusieron un primer modelo sobre la 
localizaciôn de la histona Hl (H5).
Figura 10. Localizaciôn de la histona 
Hl (H5) en el cromatosoma (Thoma et 
al., 1979).
Segûn este modelo la Hl se encuentra estabilizando 20 
pb de DNA (166-146 pb) del cromatosoma y estaria situada en el in­
terior del solenoide que los nucleosomas forman en un segundo ni- 
vel de estructuraciôn de la cromatina. Esta localizaciôn interna 
explicaria la formaciôn de homopolimeros de Hl observados cuando 
la cromatina se trata con diversos agentes de reticulaciôn (Chal- 
kley y Hunter, 1975yOlins y Wright, 1973; Thomas y Kornberg, 1975).
De este modo, una determinada molécula de histona Hl s^ 
tuada en una vuelta concreta del solenoide podria interaccionar con 
otras moléculas de Hl o con el DNA de las vueltas contiguas (ante­
rior y posterior) del solenoide.
1.4.1.3. LOCALIZACION DE LA HISTONA Hl EN LA CROMATINA
Los experimentos de reticulaciôn covalente de Hl en 
cromatina nativa de células de ratôn demuestran la existencia de 
dîmeros H1-H2A y H1-A24 en los nucleosomas que contienen esta pro
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teina, confirmando asî una proximidad espacial entre estas histo­
nas (Bonner y Stedman, 1979). Estudios posteriores demostraron que 
las regiones de ambas moléculas implicadas en la reticulaciôn corres 
ponden a los residuos 74-106 en la histona HI y la regiôn compren- 
dida entre los residuos 58-129 en la molécula de H2A. Estas dos zo­
nas de las moléculas se encuentran en las regiones globulares de 
las mismas, por lo que estos dominios globulares deben ser importan 
tes en las interacciones proteina-proteina (Boulikas et al.,1980). 
Posteriores experimentos de reticulaciôn revelaron una proximidad 
relativa de la Hl al octâmero de histonas,sugiriendo de nuevo que 
el cromatosoma puede ser la unidad repetitiva bâsica y que el frag­
mento linker corresponde a la zona restante de aproximadamente 40 
pb (Rendelhuber et al.,1980).
i^j3^ AAAA/'coo-
Figura 11.(A) Los 3 
dominios estructur^ 
les de Hl. (B)Modelo 
de la localizaciôn 
de la histona Hl en 
la fibra polinucle£ 
sômica (Boulikas et 
al. , 1980).
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Por otra parte, los trabajos de reconstitucxôn de cro 
mitina con diferentes regiones de la molécula de Hi y de H5 y el 
eîtudio del comportamiento de las cromatinas asi reconstituidas 
ei sedimentaciôn y accèsibilidad a la nucleasa micrococal (Allan 
ei al., 1980) aportaron resultados interesantes a la hora de tra 
ttr de localizar los diferentes dominios de estas histonas en la 
eitructura de la cromatina y su diferente funcionalidad en la mis 
m..
Los diferentes fragmentes de Hl que utilizaron estos 
iivestigadores fueron NHKl-98), GHl (36-121), GH5 (22-100 de H5) , 
N(H1 (1-121) y CHl (122-213). Los resultados indican que ninguno 
dt ellos es capaz de dar cuenta de las caracteristicas de sedimen 
ticiôn de la cromatina reconstituida con Hl intacta, si bien los 
pfptidos que mayor grado de aproximaciôn demuestran son aquellos 
qie contienen la regiôn globular de las histonas (NGHl, GHl y GH5) 
Ciando la estructura de este dominio central globular se modifica 
aconsecuencia de la iodaciôn en el residuo de tirosina 72, la his 
tma asi modificada (MHl) interacciona con el DNA de una manera 
mis inespecifica (Allan et al., 1980). Mientras que los péptidos 
N(H1 y GHl son capaces de protéger un fragmento de 168 pb, los 
f’agmentos restantes de esta histona (NHl y CHl) resultan incapa- 
c<s de ejercer tal protecciôn, obteniéndose particules de 146 pb 
dt DNA en la degradaciôn nucleolitica. Este hecho posiblemente e£ 
té relacionado con la ya demostrada necesidad de la regiôn globu­
lar de la histona para que ésta muestre su capacidad preferencial 
de unirse a DNA superhelicoidal (Singer y Singer, 1976) .
Segûn esto, la funciôn primaria de la regiôn globular 
de las histonas muy ricas en lisina Hl/5 es la de cerrar el core 
ei el seno del cromatosoma, hecho que haria aumentar el coeficien 
te de sedimentaciôn, aunque no supondria la condensaciôn total del 
nicleofilamento. Basândose en todos estos resultados Allan et al.
(:980) proponen un modelo de localizaciôn de los diferentes domi- 
n;os estructurales de estas histonas (Figura 12.).
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Figura 12. Modelo propuesto para la localizaciôn del dominio gl£ 
bular de las histonas muy ricas en lisina en el crom£ 
tosoma (Allan et al., 1980).
1.4.2. HI Y NIVELES SUPERIORES DE ORGANIZACION
El dicroismo circular y la desnaturalizaciôn térmica 
indican que la histona Hl se une preferentemente a regiones del 
DNA ricas en A-T. Sin embargo, no todos los posibles sitios de 
uniôn de Hl estân ocupados por la histona (Sponar et al., 1972à 
y 1972b; Varsharsky et al., 1976). Por otra parte en el DNA de 
eucariontes existen entremezcladas secuencias repetitivas y no 
repetitivas. Los segmentes repetitivos de aproximadamente 300 pb 
mientras que los no repetitivos ocupan alrededor de 800-1000 pb 
(Britton et al., 1968; Davidson et al, 1973a y 1973b).La longi­
tud total de ambas regiones ocupa por tanto 1200 pb aproximada­
mente, correspondiente a una longitud équivalente a seis nucleo-
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somas. Ademâs, estas regiones ricas en A-T no parecen estar dis- 
tribuidas al azar en el DNA, sino que se concentran en las regio 
nés internucleosoraales (Schmitz y Ramanathan, 1980). Basândose 
en todos estos argumentos, estos ûltimos autores postulan: 1° el 
segundo nivel de estructuraciôn de los polinucleosomas en soluciôn 
es una hélice extendida con 5-7 nucleosomas por vuelta; 2° las re­
giones repetitivas de DNA se agrupan en bloques a lo largo de re­
giones especificas en el segundo nivel de organizaciônj 3®las hi£ 
tonas muy ricas en lisina se uïien preferencialmente a secuencias 
repetitivas de DNA de alto.contenido en A-T.
De acuerdo con estos postulados, y teniendo presents 
que los residuos de la histona que estân implicados en la especi- 
ficidad por DNA superhelicoidal se encuentran en la regiôn 72-106 
(Singer y Singer, 1977) , Schmitz y Ramanathan (1980) sugieren un 
posible mecanismo para la generaciôn del tercer nivel de estructu 
raciôn de la cromatina, inducido éste por un cambio conformacio­
nal que tiene lugar en las histonas muy ricas en lisina. Segûn es 
te modelo, el proceso de iniciaciôn es generado por una reestruc- 
turaciôn de los residuos 72-106 de la Hl, lo cual provoca un au­
mento de afinidad de la regiôn globular por DNA superhelicoidal 
existante en los cores de vueltas adyacentes en el segundo nivel 
estructural. Puesto que en las regiones internucleosomales, ricas 
en A-T, pueden unirse mâs de una molécula de Hl, se podria favo- 
recer la formaciôn de puentes que conectan dos cores con la regiôn 
internucleosomal. Como resultado de un efecto acumùlativo de gran 
nûmero de taies conexiones se genera un tercer nivel estructural 
hélicoïdal (Schmitz y Ramanathan, 1980)segûn se muestra en la fi­
gura 13.
Incluse con este tercer nivel de estructuraciôn sôlo 
se consigne explicar un 2% de la compactaciôn total observada en 
la cromatina condensada. Los estudios de microscopla electrônica 
de cromosomas en metafase revelan la presencia de "tubos" con diâ 
metros de 500 A, 2000 A y 6000 A (Sedat y Manuelidis, 1977) ; sin 
embargo, los niveles de estructuraciôn superior de la cromatina 
pemanecen aûn muy confusos.
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Puantas da 
h istanas 
Hl a H5
Figura 13. Modelo propuesto para el plegamiento en un tercer ni­
vel de organizaciôn de los polinucleosomas (Schmitz y 
Ramanathan, 1980).
Por otra parte, aûn quedan muchos resultados expéri­
mentales incapaces de relacionarse con los esquemas de localiza­
ciôn y funciôn propuestos en la actualidad para estas histonas- 
Los resultados de Marion y Roux (1980) indican que las histonas 
internas (H2A, H2B, H3 y H4) podrîan por si mismas ejercer una 
protecciôn sobre 163 pb de DNA en el nucleosoma. Las cadenas po- 
linucleosômicas presentan dos sitios de distinta afinidad para la 
uniôn especifica de Hl (Nelson et al., 1979; Tood y Garrard, 1979) 
Ademâs los parâmetros de dicroismo circular y coeficiente de se­
dimentaciôn de la cromatina nativa se ajustan mejor cuando se su- 
pone una relaciôn Hl/nucleosoma de dos (Md. Cleary y Fasraan, 1980; 
Allan et al., 1980), por lo que la estequimetria exacta de la hi£ 
tona Hl en la cromatina permanece aûn poco clarificada (Varsiiarski 
et al., 1976; Hayashi et al., 1978; Goodwin et al., 1977). La ex- 
tracciôn de la histona Hl/5 de mononucleosomas distorsiona la es­
tructura del nucleosoma, de forma que ünicamente 100-110 pb, alta-
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maite estabilizados, permanecen con una estructura inalterada (Cow 
man y Fasman, 1980). Estos resultados, junto con otros muchos in- 
tarrogantes de câracter general, como la razôn de la microhetero- 
gmeidad y su repercusiôn en la estructura de la cromatina, el pa 
pel de los procesos de modificaciôn covalente observados en estas 
histonas a lo largo del ciclo celular y la funcionalidad concreta 
de los dominios N y C-terminales de estas histonas, hacen necesa- 
rlD un extenso estudio estructural de las mismas en un mayor nûme 
rc de organismes, con fines comparatives y que permita generalizar 
les diferentes puntos que en la actualidad permanecen indetermina 
des.
1.5. DIRECCION DE LA INVESTIGACION REALIZADA
Las histonas muy ricas en lisina muestran, como se ha 
ccnentado, caracteristicas muy peculiares en relaciôn con las otras 
fmcciones de histonas y tiene una clara implicaciôn en los nive­
les de organizaciôn estructural superiores al nucleosoma. Todos 
les estudios funcionales sobre esta histona lôgicamente deben ser 
relacionados con conocimientos previos de la estructura de la mi£ 
ma, necesarios en muchas ocasiones para la interpretaciôn de resuJ^  
tcdos posteriores. *
Sin embargo, todos los estudios estructurales llevados 
a cabo hasta la actualidad han abarcado un nûmero muy reducido de 
materiales biolôgicos y a veces los resultados se han extrapolado 
de manera excesiva. En insectos existen muy pocos datos sobre las 
histonas muy ricas en lisina; ünicamente se han llevado a cabo e^ 
tuiios sobre tamano molecular y composiciôn de aminoâcidos de la 
Hide VfLOiophZla melanaga.6t&A (Alfageme et al., 1974).
En nuestro laboratorio se ha creado una llnea de inve£ 
tigaciôn sobre las histonas del diptero ccLpZ-teita . Los
estudios realizados sobre la histona Hl del insecto en dicho labo 
ratorio han llevado al aislamiento y purificaciôn cromatogrâfica 
de la Hl del diptero as! como a la clarificaciôn de la capacidad
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de agregaclôn de la molécula por formaciôn de puentes disulfuro 
y la separaciôn de estos productos de agregaciôn (Franco et al., 
1974 y 1977).
Résulta, por tanto, de gran interés, y es el principal 
objeto de este trabajo de investigaciôn, el estudiar en detalle 
las caracteristicas estructurales de la histona Hl de ZzAO-tLt-Li, 
capitata y muy especialmente las peculiares de la regiôn resisten 
te a la tripsina de la histona. Todos estos estudios se comparan 
con investigaciones paralelas realizadas con la histona y su re­
giôn resistente a la tripsina de timo de ternera; este ûltimo ma 
terial se ha elegido debido a que la histona Hl de timo de terne 
ra ha sido una de las mâs estudiadas y de la que mâs datos se po 
seen en la bibliografla.
De esta forma, este trabajo pretende aportar datos ha 
cia un mayor conocimiento estructural de las histonas Hl, y por 
tanto a su posible papel en la estructura de la cromatina.
2 . MATERIALES Y METODOS
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2.1. PREPARACION DE LOS MATERIALES BIOLOGICOS
El material biolôgico utilizado, el dîptero holome- 
tâbolo C c c L p - c t a t a ^  ha sido cedido por el Institute de In 
vestigaciones Agronômicas (El Encîn, Alcalâ de Henares), donde es 
cultivado segün el procedimiento descrito por Municio et al.(1970) 
Los insectes fueron recogidos en estado de adulte farate y previa 
mente desprovistes de toda posible contaminaciôn precedente de la 
dieta, se almacenaren a -20*C hasta su posterior utilizaciôn.
Por otro lado, el time de ternerafué cedido por el 
Matadero Municipal (Madrid) y congelado instantaneeunente tras su 
extracciôn en aire liquide durante su transporte, posteriormente 
fué utilizado o bien guardado a -60“C hasta el memento de su uti- 
lizaciôn.
2.2. AISLAMIENTO Y PüRIFICACION DE LAS HISTONAS Hl
2.2.1. PREPARACION DE LA CROMATINA
El primer paso en el aislamiento de las histonas Hl, 
tanto de Czfia.tÀ.tÂ.& capitata como de timo de ternera, es la obten 
ciôn de cromatina. Para le cual se utilizô el método descrito por 
Dicks y Johns (1969), si bien en el case del insecte se llevô a 
cabo este procèso ligeramente modificado (Franco et al., 1974).
La totalidad de les pasos de esta preparaciôn se rea- 
lizô a una temperatura comprendida entre 0 y 4*C, seqûn el procedi­
miento que se describe a continuaciôn.
El material intacto (adulte farato o timo de ternera) 
se homogeneizd en un homogeneizador de aspas Omni-Mixer Sorvall a 
220 V durante 5 minutes, en aproximadamente cinco volûmenes de una 
disolucidn de NaCl 0.14 M-citrato trisôdico 0.01 M a pH 7,5, que 
contenla ademâs el agente inhibidor proteolltico PMSF, a una con-
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centraciôn de 50 mM, con objeto de evitar la posible degradaciôn 
proteolltica durante el proceso. El homogeneizado se filtrô a tra 
vës de cuatro capas de gasa. El filtrado se centrifugé en un rotor 
angular GS-3 en centrîfuga Sorvall RC-5 a 1500 g durante 20 minu­
tes. El sedimento résultante se lavé repetidas veces en un volumen 
de NaCl 0.14 M-Tris 0.01 M a pH 7.5, efectuândose les mismos por 
resuspensién del sedimento en el medio anteriormente citado y pos­
terior centrifugacién en similares circunstancias durante 15 minu­
tes. El lavado se repitié hasta que el sobrenadante quedé compléta 
mente claro. Normalmente dos o très lavados fueron suficientes para 
la cromatina de timo de ternera; mientras que para la del insecte 
hicieron falta cuatro o cinco lavados. El sedimento final en ambos 
cases, cromatina cruda, se utilizé directaunente como material para 
la extraccién de Hl.
2.2.2. EXTRACCION SELECTIVA DE LA HISTONA Hl
Las histonas Hl se obtuvieron a partir de cromatina 
cruda segdn el metédo descrito por Johns y Butler (1962).
Al sedimento de cromatina cruda se le anadié medio 
volumen dePCA 5% (p/v) con respecte al peso inicial del material 
biolégico empleado y se homogeneizé en Omni-Mixer Sorvall a 220 V 
durante 5 minutes. El âcido perclérico tiene como efecto solubili- 
zar de la cromatina la histona Hl, asï como otro pequeno nûmero de 
proteinas cromosomales no histonas, principalmente las denominadas 
HMG , quedando insolubles tanto el DNA como las otras histonas.
El material insoluble se séparé por centrifugacién en rotor GS-3 
en una centrîfuga Sorvall RC-5 a 3000 g durante 35 minutes, segui 
damente el sobrenadante (material soluble en este medio) se clari­
fied a través de plaça de vidrio poroso del nûmero 4.
La histona Hl se précipité del sobrenadante por adi- 
cién de TCA 100% (p/v) hasta una concentracién final del 18% (p/v). 
La histona Hl precipitada se recogié por centrifugacién en una cen 
trîfuga Christ a 3000 rpm durante 40 minutes. El precipitado se la
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v6 de nuevo con TCA 18% (p/v) y después un lavado con acetona-HCl 
0.2 %, seguido de cuatro lavados més con acetona. Los restos de a- 
cetona se ellminaron gaseando nitrégeno y secando posteriomente 
las histonas a vaclo.
2.2.3. PÜRIFICACION CROMATOGRAFICA DE LA HISTONA HI
Este método cromatogrâfico (Johns, 1964) se utilizé 
con objeto de purificar las histonas HI obtenidas por el procedi-_ 
miento descrito anteriormente.
Se empleé carboximetilcelulosa CM-52 Wathman dis- 
puesta en una columna (50 cm x 1.9 cm) y equilibrada con una diso- 
luciôn tampén de âcido bôrico 7 mM-hidréxido sôdico 3 nvM a pH 9.0.
La elucién de la muestra se llevé a cabo mediante un gradients con 
tinuo y creciente formado a partir de 300 ml de la disolucién tam- . 
pén anterioirmente citada y 300 ml de una disolucién de NaCl 1 M en 
ése mismo tampén.
La muestra de proteina, 100 mg de histona Hl cruda, 
se aplicé disuelta en el primer taunpén a una concentracién de 5 
mg/ml. Se recogieron fracciones de 2.5 ml cada 15 minutes, empleân 
do un flujo de aproximadamente 10 ml/h.
Los resultadosde la cromatografîa se siguieron me­
diants la medida de la absorbancia en el ultraviolets, a 230 nm 
en un espectrofotémetro Varian modelo 635, de las diverses fraccio 
nés.
Las fracciones résultantes correspondientes a un mi£ 
mo pico se reunieron y precipitaron conjuntamente con TCA 100% (p/v) 
hasta una concentracién final del 18% (p/v) y después se siguiô el 
mismo desarrollo que para la extraccién de la histona Hl cruda, O 
bien se dializaron frente a agua destilada y se precipitaron con 
diez volûmenes de acetona, para seguir después idéntico proceso.
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2.3. TECNICAS ANALITICAS
2.3.1. ELECTROFORESIS
Las electroforesis se llevaron a cabo en geles de 
poliacrilamida al 15% conveneionales. Para su preparacién y po^ 
terlor desarrollo se siguiô el procedimiento descrito por Panyim 
y Chalkley (1969).
La presencia de material proteîco en los geles se 
detectô por tenido con una disolucién de Negro Amido al 0.5 % 
(p/v) en âcido acético 1 N, lavando después repetidas veces con 
agua destilada para eliminar el colorante no fijado especifica- 
mente a proteinas. Los geles se acabaron de destenir electrofo- 
réticamente.
2.3.2. DETERMINACION DE PESOS MOLECULARES
Para el câlculo de los pesos moleculares se utilizé la 
electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de SDS, 
segûn el método puesto a punto por Shapiro et al. (1967)y modi­
ficado para el caso de las histonas por Panyim y Chalkley (1971).
2.3.3. ANALISIS DE AMINOACIDOS
La determinacién de la composicién de aminoâcidos 
de las diversas proteinas y péptidos se llevé a cabo como se ex- 
pone a continuaciôn.
Primeramente se sometié el material protelco a una 
hidrélisis âcida con HCl azeétropo 5.7 N, que contenla fenol al 
0.1 % , en una concentracién de 1 mg/ml durante 24 horas a 110®C. 
El proceso se realizé en tubos Pirex cerrados previamente a va- 
clo. Una vez terminada la hidrélisis, se abrié el tubo, se dese- 
cé a vaclo sobre hidréxido sédico y se dieron diverses lavados 
con agua destilada hasta la total eliminacién del âcido clorhl-
-38-
drico. Con cada muestra se realizaron en todos los casos un mlni- 
mo de très determinaciones.
A continuaciôn se realizô una cromatografla de cam- 
bio de iôn del résiduo seco del hidrolizado en un analizador auto 
mâtico de aminoâcidos Durrum D-500 provisto de un computador PDP- 
8 M que automâticëunente realiza todas las operaciones de acuerdo 
con un programa previamente seleccionado.
El residue seco del hidrolizado se disolviô en taun- 
pôn citrato a pH 2.2, a una concentracién de 1 mg/ml, antes de ser 
introducido en el analizador. El tierapo de duracién del anâlisis 
fué de 80 minutes y el proceso de elucién se realizé con disolucio 
nés tampén de citrato sédico a valores de pH 3.25, 4.25 y 7.09, 
Finalizado el anâlisis, la résina se régénéré con lavados de NaOH 
0.3 N conteniendo 0.25 g/l de EDTA.
La composicién de aminoâcidos en % molar se détermi­
né a partir de los datos del anâlisis.
2.3.4. DETERMINACION DEL RESIDUO N-TERMINAL
La determinacién del aminoâcido N-terminal se realizé 
por el método del cloruro de dansilo. Se disolvieron 1-3 nmoles de 
péptido en 100 pi de agua bidestilada en un tubo Durham, tras lo 
cual se liofilizaron. Seguidamente se anadieron 5 pl de NaHCO^ 0.2 
M y  5 pl de una disolucién de cloruro de dansilo en acetona (concen 
tracién de 5 mg/ml), se agité la mezcla y se incubé a 40"C durante 
1 hora. El color amarillo de la disolucién debe desaparecer al incu 
bar. Posteriormente se secé a vaclo sobre hidréxido sédico y una vez 
seco se anadieron 10 pi de HCl 6 N conteniendo 0.1 % de fenol, se 
cerrô a vaclo y se incubé a 110®C durante 10-14 horas para que se 
dé la hidrélisis del DNS-derivado. Una vez acabada la hidrélisis,se 
abrié el tubo y se llevé de nuevo a sequedad sobre hidréxido sédico.
La identificacién de los DNS-derivados se realizé en 
plaças de poliamida (Cheng Chin Trading, Co. Taipei Taiwan) segûn 
el método de Summers et al. (1973). El residuo seco se disolviô en
-39-
1-2 ul de piridina 50% (v/v) y se aplicé la muestra por ambos la- 
dcs de la plaça de poliamida. Por uno de los dos lados de la pla­
ça se aplicaron los patrônes (DNS-Pro, DNS-Ile, DNS-Phe, DNS-Gly, 
DtB-Glu, DNS-Ser y DNS-Arg) en una concentracién de 0.1 mg/ml de 
cala uno de ellos.
La plaça se corrié durante 10 minutes en âcido fér- 
mi=o al 1,5 % en agua, se secé perfectamente y se corrié después 
15 minutes perpendicularmente a la primera dimensién en tolueno/ 
âcLdo acético glacial (10:1 v/v). Todos los DNS-derivados , exce£ 
te DNS-Glu / DNS-Asp y DNS-Thr / DNS - Ser son resueltos en és 
tes dos sistemas. Para resolver estes ûltimos se debe correr du­
rante 15 minutes la plaça,en el mismo sentido que la segunda di- 
meisién, en un tercer sistema a base de acetato de etilo/metanol/ 
âcido acético (20:1:1 v/v/v), Las ambiguedades que pudieran re- 
siltar de los derivados de los aminoâcidos bâsicos se pueden re- 
s cl ver corriendo la plaça por cuarta vez, en la misma direccién, 
er fosfato trisédico 0.05 M/etanol (3:1 v/v).
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2.4. HIDROLISIS QÜIMICA DE IAS HISTONAS HI
2.4.1. TRATAMIENTO CON CNBr DE LA HISTONA Hl DE C. CAPITATA
El procedimiento seguido para este tratamiento es 
el descrito por Alfageme et al. (1974), si bien se introdujeron 
algunas variantes con objeto de optimizer el método en cuanto 
a temperatura y tiempo de tratamiento se refiere.
El proceso tuvo lugar en dos pasos. Primeraunente 
se sometié a la histona Hl del insecto, previamente purificada,
a un proceso de reduccién, para lo cual se disolvié la proteina
en âcido mercaptoacético 40% (v/v), agente reductor que évita 
que la metionina se oxide a metionina-sulfona a la vez que redu­
ce los posibles puentes disulfuro, en una concentracién de 4 mg/ml, 
permaneciendo a temperatura ambiante durante 18 horas. Después 
del tratamiento, la proteina se précipité de la disolucién adicio 
nando 10 volûmenes de acetona-HCl 0.2%. Se lavé cinco veces con 
acetona seca y posteriormente se secé a vaclo.
La segunda etapa comprende ya ûnicamente la degra- 
daciôn con CNBr propiamente dicha. La histona Hl del insecto re- 
ducida se disolviô en âcido férmico 70% (v/v), a una concentracién 
de 8-10 mg/ml. Una vez disuelta la histona, se anadié CNBr sélido 
en un exceso de 600 veces fmol/mol). El tratamiento se llevé a ca­
bo en atmésfera de nitrégeno y en total ausencia de luz, durante
60 horas a una temperatura de aproximadamente 20*C. Después de é£ 
to, el âcido férmico, el exceso de CNBr, asl como otros productos 
volâtiles de la reaccién se eliminaron por liofilizacién.
En el caso del péptido resistente a la tripsina de 
Czfia.t/t/i ca.plta.ta se siguiô un proceso idéntico.
2.4.2. SEPARACION DE LOS PRODUCTOS RESULTANTES DEL TRATAMIENTO 
CON CNBr DE LA HISTONA Hl Y EL PEPTIDO RESISTENTE A LA 
TRIPSINA
El producto del tratamiento de la histona con CNBr
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se sometié a un proceso de separacién y purificacién de los pépti 
dos résultantes por cromatograflas sucesivas en una columna de Se 
phftdex G-lOO (100 cm x 18 cm) primero y Bio Gel P-100 (90 cm x 26 
cm en segundo lugar, previamente equilibradas con la disolucién 
de elucién, que en los dos casos fué HCl 0.01 N.
La proteina se aplicé disuelta en el eluyente a una 
coicentracién aproximada de 35 mg/ml. La elucién se efectué a un 
flîjo de 20 ml/h. Se recogieron fracciones de 4 ml. y se Valoré 
el material protelco en cada fraccién midiendo la absorcién a 230 
ma Las fracciones correspondientes a un mismo pico se juntaron y 
l±]filizaron o bien se precipitaron con TCA 100% (p/v) hasta una 
coicentracién final del 18% (p/v), tras lo cual se lavaron con a 
cetona-HCl 0.2% una vez, très veces con acetona y se secaron a va 
cl). Este ûltimo tratauniento se llevé a cabo en aquellas muestras 
qiE posteriormente se utilizaron para estudios de estructura se- 
cuidaria y terciaria,ya que la liofilizacién induce estructura 6 
en proteinas.
Los péptidos résultantes del tratamiento con CNBr 
de la regién resistente a la tripsina (PRT) de la histona Hl de 
ireecto se aislaron por cromatografla en Sephadex G-50 (120 cm x 
1.7 cm) mediante un procedimiento similar.
2.4.3. TRATAMIENTO CON N-BROMOSUCCINIMIDA DE LAS HISTONAS Hl DE 
TIMO DE TERNERA Y CERATITIS CAPITATA
El tratamiento de las histonas con N-Bromosuccinimif 
da se realizé siguiendo el método de Bustin y Cole (1969) . Las his 
toias se disolvieron en âcido acético 50% (v/v) a una concentracién 
de 1-2 umoles de proteina en 8 ml; a esta solucién se le anadieron 
12 pmoles de una solucién preparada recientemente de N-Bromosucc^ 
ninida (17.8 mg/ml en âcido acético al 50% (v/v)). La reaccién fué 
sguida espectrofotometricamente en un espactrofotémetro Cary mo- 
déLo 118, para lo cual se tomaron allcuotas a diferentes tiempos 
de reaccién y su espectro se comparé con el de las allcuotas de 
ura muestra control idéntica a la anterior, pero en la que no se
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anadié proteina. Al cabo de très horas, se realizé una segunda 
adicién (12 pmoles) de una nueva solucién idéntica de N-Bromosucc^ 
nimida preparada en el raomento. Después de cuatro horas de la se­
gunda adicién, la mezcla de reaccién se concentré en un rotavapor 
a 3 ml para la posterior separacién de los péptidos résultantes.
2.4.4. SEPARACION DE LOS PRODUCTOS RESULTANTES DEL TRATAMIENTO 
CON NBS DE LAS HISTONAS Hl
Para los productos résultantes de la degradacién con 
NBS de las dos histonas Hl (de timo e insecto) se realizaron pro- 
cesos idénticos y paralelos. La mezcla de reaccién se aplicé en 
una columna de Sephadex G-lOO (100 cm x 1.8 cm) previamente equi­
librada con una solucién de HCl 0.01 N. El material protelco se 
aplicé disuelto en el eluyente a una concentracién de 24 mg/ml.La 
cromatografia se realizé a un flujo de 13 ml/h, siendo de 3 ml ca 
da fraccién recogida. La proteina se valoré en cada fraccién por 
medida de la absorbancia a 230 nm. Las fracciones correspondien­
tes a un mismo pico se juntaron y se realizé igual tratauniento 
que en el apartado 2.4.2.
2.5. TRATAMIENTOS PROTEOLITICOS
2.5.1. AISLAMIENTO Y PÜRIFICACION DE LOS PEPTIDOS RESISTENTES 
A LA DIGESTION TRIPTICA
Los péptidos résistantes a la digestiôn triptica 
(PRTs) de ambas histonas, timo de ternera y CzKatltli capitata^ 
los cuales contienen la regién globular de las moléculas intac- 
tas, se prepararon utilizando una modificacién del método de 
Hartman et al. (1977). Las histonas se disolvieron en tampén 
NaCl 1.0 M-fosfato sédico 0 . 3 M a p H 8 . 0 y a  una concentracién 
de 10 mg/ml. A la disolucién de proteina se anadié tripsina
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(ïorthington), tratada con TPCK ( 1 tosilamido-2 fenil-etil-cloro- 
letilcetona), inhibidor de la actividad quimotfîptica, hasta ob- 
•.ener una proporciôn enzima/histona de 1:1000 (p/p) y la solucién 
;e incubé a temperatura constante de 22*C. Bajo estas condiciones, 
il tiempo ôptimo de digestién résulté ser 60 minutes para la his- 
-.ona de timo y de 90 minutes para la histona de insecto (ver re- 
lultados) .
El transcurso de la reaccién se siguié sacando alî- 
'uotas a diferentes tiempos que eran corridas en electroforesis 
m  geles de poliacrilamida.
La reaccién se detuvo por adicién de TLCK hasta con 
leguir una relacién inhibidor/enzima de 2:1 (p/p). Seguidamente 
le anadié TCA 100% (p/v) hasta una concentracién final de 18% 
p/v), el precipitado résultante se centrifugé, se lavé una vez 
fon TCA 18% (p/v), una vez con acetona-HCl 0.2% y très veces con 
icetona. El precipitado final, que es el péptido resistente 
i la tripsina, se secé a vacfo y se purificé por cromatografla 
in Sephadex G-75 de acuerdo con Hartman et al. (1977).
1.5.2. HIDROLISIS TRIPTICA
Este tratamiento se realizé con diferentes muestras 
Hl de insecto y timo, PRT de insecto y timo, péptido de mayor ta 
lano molecular résultante del tratamiento con CNBr de la histona 
Il de insecto (PGq n b  ) y péptido de mayor tamano molecular resu^ 
lante del mismo tratamiento del PRT de insecto (PGç|y|g PRT) ) ^ con 
il fin de obtener los correspondientes mapas trîpticos de las di- 
ierentes regiones de la molécula.
Las muestras fueron disueltas en agua bidestilada a 
ma concentracién de 0.8 mg/0.05-0.02 ml. A continuacién se ana- 
tieron 60 y 1 de un tampén de N-metilmorfolina 0.2 M para llevar 
a solucién de proteina a pH 8.0 (para este taunpén se utilizé N- 
letilmorfolina bidestilada sobre ninhidrina con el fin de elimi- 
lar interferencias a la hora de revelar los mapas tripticos).
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Se anadieron después 10 U 1 de una disolucién de tripsina, trata­
da con TPCK, (1 mg/ml) con lo que la relacién tripsina/histona fué 
de 1:80. La mezcla de reaccién se incubé a 37®C durante 4 horas, 
controlando el pH cada cierto tiempo, aunque précticamente se man- 
tuvo constante durante toda la incubaciôn. Después de este tiempo, 
la muestra se llevé a sequedad en un desecador y finalmente se di­
solvié en el medio apropiado para la resoluciôn del mapa triptico 
correspondiente.
2.5.3. HIDROLISIS QUIMOTRIPTICA
Este tratamiento se llevé a cabo con la histona Hl de 
CeAai/Æ/4 cdpt-tata con objeto de establecer la posible existencia 
de sitios de rotura especifica de la proteasa comparables a los 
existantes en la Hl de timo de ternera (Bradbury et al., 1975b). 
Por ello se realizé en idénticas condiciones que las empleadas pa­
ra la obtencién del PRT (ver apartado 2.5.1.). La quimotripsina em 
pleada fué tratada previamente con TLCK (N- a-tosil-L-lisil-clorome 
tano), inhibidor de la actividad triptica. En este caso la relacién 
quiraotripsina/histona utilizada fué 1:1000. La reaccién se llevé a 
cabo durante très horas, tomando allcuotas a diferentes tiempos y 
realizando electroforesis de las mismas en geles de poliacrilamida.
2.5.4. HIDROLISIS CON TROMBINA
La hidrélisis con trombina de las histonas Hl de timo 
de ternera y Czdatttti cup/ia-Ca se realizô segûn el método puesto a 
punto por Chapman et al. (1976).
Las muestras de histona se disolvieron en un tampén 
Tris-HCl 50 mM, CaCl^ 2 mM, MgCl^ 2 mM pH 8.0 a una concentracién 
aproximada de 18 mg/ml. La trombina sôlida (Sigma 850-1) se anadié 
a la disolucién de histona (100 N.I.H. uniàades por cada 100 mg 
de histona) y se incubé la mezcla de reaccién durante 4 horas a 
37®C en bano de agua. A diferentes tiempos de incubaciôn se reco
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g.eron allcuotas que se sometieron a electroforesis en geles de 
piliacrilamida, con el fin de observer las posibles semejanzas y 
d.ferencias entre las digestiones con el enzima de aitibas histonas,
Después de las 4 horas, la mezcla de reaccién se 
a>lic6 en una columna de carboximetilcelulosa (40 cm x 1.8 cm) y 
fié eluida con un litro de un gradients lineal de NaCl 0.2 M a 
NiCl 1.0 M en tampén fosfato 50 mM pH 6.8 tal y como se describe 
pir Chapman et al. (1976). Las fracciones résultantes se recogie 
r»n y valoraron igual que en los casos anteriores. Los picos se 
precipitaron con TCA 100% (p/v) hasta una concentracién final de 
1)% (p/v) y se siguiôigual tratamiento que en el apartado 2.5.1.
2 6. MAPAS TRIPTICOS
El procedimiento que se siguié para la obtencién de 
lis mapas tripticos de los diferentes péptidos y proteinas hidro 
l.zados se detalla a continuaciôn.
Una vez realizada la digestién con la enzima del 
cirreapondiente péptido o proteina y llevada a sequedad tal y co 
mi se ha indicado en el apartado 2.5.2., la muestra se disolvié 
ei 40 u 1 de agua bidestilada; 10 pi de esta disolucién se apiica 
rin sobre una plaça de celulosa CEL 300 de 0.1 mm de espesor, en 
Ul punto de la plaça situado a 4.5 cm aproximadamente de cada la 
di. En posicién simétrica al otro lado de la plaça y en el senti: 
di de desarrollo de la electroforesis, se aplicé una disolucién 
dt bis-dinitrofenil-lisina y negro amido que sirvieron de refe- 
rmcia del avance. A continuaciôn la plaça se humedeciô en tam­
pin piridina/âcido acético/acetona/agua (40:80:300:1520), pH 4.4, 
tmiendo cuidado para que la llnea aplicacién-marcador sea la 
l’.nea de coincidencia de los frentes de difusién de la plaça. La 
p.aca,asl humedecida, se sometié a electroforesis en una câmara 
dî electroforesis "Desaga", durante 2 horas a 400 V en corriente 
cintinua. Para evitar un sobrecalentamiento, durante toda la elec
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troforesis se mantuvo refrigeracién de la câmara por un bano de 
agua.
Una vez acabada la electroforesis se dejô secar la 
plaça en una campana de extraccién durante al menos 6 horas. A 
continuaciôn se realizé una cromatografla en direccién perpend^ 
cular a la seguida en la electroforesis. El sistema empleado pa 
ra el desarrollo cromatogrâfico fué piridina/âcido acético/agua/ 
n-butanol (BAWP, 50:15:60:75). La cromatografla se desarrollé 
durante aproximadamente 6 horas, tiempo necesario para que el 
frente recorra toda la longitud de la plaça. Finalizada la cro­
matograf la, se dejé secar la plaça durante 12 horas.
Los réactives empleados en la realizaciôn de los 
dos procesos han de ser de extrema pureza, con el fin de que no 
existan contaiminantes que puedan inducir a error en el revelado 
de la plaça. Para este revelado se rociô la plaça con una diso­
lucién de ninhidrina (1 g/l) en âcido acético/etanol (50:450).
En el caso del PRT de CeAatttté cap-Ltata. , una vez 
revelados los péptidos y por su interés comparativo, se rasca- 
ron con una espâtula y se depositaron los péptidos iguales de 
très mapas tripticos en un mismo tubo (Eppenderf-Hamburg RFA). 
Los péptidos 3e extrajeron dos veces en 100-200 ul de HCl 6 N- 
0.02% 0-mercaptoetanol con agitacién durante 20-30 minutes.
Los tubos se centrifugaron en centrîfuga de mesa y el sobrena­
dante se traspasé a tubos Pirex de hidrélisis, tras lo cual se 
hidrolizaron y se déterminé la composicién de aminoâcidos de ca 
da péptido.
2.7. MODIFICACIONES COVALENTES
2.7.1. CARBOXIMETILACION DE LA HISTONA Hl DE CERATITIS CAPITATA 
Y SU CORRESPONDIENTE PRT
Para la carboximetilacién del ûnico residuo de cistel
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na que contiene la HI de insecto (que esté presente en el PRT), se 
siguié el procedimiento utilizado por Craven et al. (1965). Se di­
solvieron 20 mg de histona en 4 ml de GuCl 6 M-Tris 0.3 M pH 8.0.
A esta solucién se le anadieron 7.5 umoles de ditiotreitol. Se ga- 
seô con nitrégeno y se incubé durante una hora a 40°C, en la oscu- 
ridad. Posteriormente se anadieron 75 moles de iodoacetato, tras 
lo cual se gaseé nuevamente nitrégeno. La solucién se agité inin- 
terrumpidcuaente en un Vortex. Al conduit la agitacién se anadie­
ron 300 umoles de 0-mercaptoetanol, que contrattesta la accién 
del exceso de iodoacetato. Finalmente y ya en presencia de luz, se 
eliminaron los reactivos por diâlisis frente a agua destilada a 
4"C. El medio de diSlisis se rénové cuatro 6 cinco veces durante 
las veinticuatro horas de la diâlisis. La proteina carboximetilada 
se récupéré por precipitacién con TCA 100% (p/v) hasta una concen­
tracién final de 18% (p/v). Tras lo cual se realizé el mismo proce 
so de lavados sucesivos y secado a vaclo que en los apartados ante 
riores.
Anteriormente al tratamiento descrito es preciso efec- 
tuar una purificacién del iodoacetato por recristalizacién con pen 
tano o hexano en compléta oscuridad.
2.7.2. NITRACION
La nitraciôn de las histonas Hl de insecto y timo y sus 
correspondientes PRT se realizé indistintamente en tampén fosfato 
sédico 0.3 M-NaCl 1.0 M pH 8.0 y en GuCl 6 M-Tris 0.3 M p H  8.0, in- 
cubando las muestras en presencia del reactive (tetranitrometano) 
en un exceso cuatro veces molar sobre el nûmero de tirosinas de la 
muestra y a temperatura ambiante. Sobre la disolucién de proteina 
en cada uno de estos dos taunpones se anadié el agente en forma de 
solucién 0.1 M en etanol al 95% (v/v). El transcurso de la reaccién 
se siguié midiendo la absorcién a 428 nm (longitud de onda a la que 
la nitrotirosina présenta un mâximo caracteristico en estas condi­
ciones de pH), hasta que el valor de la absorcién a esta longitud 
de onda llegé a un valor prâcticamente constante. Posteriormente,
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las muestras se precipitaron, se lavaron y se secaron a vaclo co­
mo se ha descrito en el apartado anterior. El residuo seco se apl^ 
c6 en una columna de Sephadex G-50 (100 cm x 2,0 cm) en HCl 0.01 N. 
Finalizada la cromatografla los picos se valoraron y precipitaron 
como se ha descrito en apartados anteriores. Seguidamente, se pro- 
cediÔ a la electroforesis de los picos en geles de poliacrilamida 
tal y como se describe en el apartado 2.3.1. Este tratamiento cro­
matogrâf ico se llevô a cabo para separar el monômero de la protei­
na nitrada de los posibles dlmeros formados en el proceso de nitra 
ciôn.
El câlculo del porcentaje de nitraciôn se realizô uti­
lizando un coeficiente de extinciôn molar para la nitrotirosina a 
—1 —1428 nm de 4200 M cm (Glazer et al., 1975) si bien teniendo pre 
sente que ûnicamente el 86% de la absorcién registrada a esa long_i 
tud de onda corresponde a nitrotirosina, siendo el 14% restante de 
bido a nitroformiato originado como subproducto de la reaccién 
(Bustin, 1971). También se realizé este câlculo por la desapari- 
cién del pico de tirosina en el anâlisis de aminoâcidos de las mue£ 
tras nitradas, suponiendo dos restos de fenilalanina para la Hl de 
insecto y uno para la Hl de timo.
2.8. TECNICAS ESPECTROSCOPICAS
2.8.1. ESPECTROSCOPIA DE ABSORCION
Los espectros de absorcién se registraron en un espeç 
trofotémetro Cary modelo 118. La absorcién y la primera derivada 
se recogieron rutinariamente desde 350 nm hacia longitudes de on­
da menores y desde 550 nm para las correspondientes muestras nitra 
das. La mayor parte de las muestras no exhibieron turbidez, como se 
pone de manifiesto por la absorcién despreciable que tenlan las mi£ 
mas entre 350-310 nm. En cambio, en algunos casos si existla un apa 
rente incremento de la absorcién entre 350-310 nm, debido a la tur­
bidez de la muestra. La dispersién se corrigié entonces, de acuerdo
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on el método de Donovan (1973). La concentracién de proteina se 
(^terminé espectrofotométricêunente en HCl 0.01 N a cuatro longitu 
&s de onda, 205,210,215,225 nm = 310; 205;E225^*-
Ej^g^^ = 1/1.44) . Los espectros de diferencia de las histonas y 
sas PRTs inducidos por sal se registraron entre un rango de con- 
cantracién de(3.5-9.0) x 10  ^M en proteina, dependiendo del peso 
nolecular del péptido o proteina. Las muestras se disolvieron en 
agua destilada a pH 6.0; dos allcuotas, perfectamente medidas, de 
3 ml se llevaron a dos células de cuarzo de 1 cm de paso éptico.
Las llneas bases disolvente-disolvente y proteina-pro 
tslna fueron idénticas, demostrando asl que la absorcién de las 
miestras era suficientemente baja para que el fotomultiplicador 
dLera una respuesta adecuada. Sobre la primera cubeta se anadie­
ron allcuotas de una disolucién de KF0.3 M con una microjeringa. 
Sobre la segunda célula, que se utilizé como referenda, se ana- 
dieron allcuotas idénticas de agua destilada. En el caso de los 
ecperlmentos con SDS las allcuotas anadidas en la primera célula 
fieron de una disolucién de SDS 1% (p/v) y en la segunda aslmismo 
ds agua destilada.
Los espectros se realizaron a 22°C y a una sensibili- 
did de 0.05 - 0.1 unidades de absorbancia, con programa automâti- 
o  de variacién de abertura de rendija. Para obtener los espectros 
db diferencia con el pH, las muestras se disolvieron en agua des­
tilada o en SDS 0.05% (p/v) segûn los casos a pH 3.0, en un rango 
dfe concentracién idéntico al anterior. El pH de las muestras se 
œtuvo por adicién de allcuotas de 3 u1 de NaOH 2, 0.5 é 0.1 N, de 
pendiendo del rango de pH. Se anadieron allcuotas idénticas de 
^ua destilada en la célula de referenda y el espectro se llevé 
a cabo como se ha descrito anteriormente. El rango de sensibili- 
<fed empleado fué de 0.2-0.5 unidades de absorbancia entre 350-260 
na y de 1-2 unidades de absorbancia entre 260-230 nm.
28.2. DICROISMO CIRCULAR
Los espectros de dicroismo circular se llevaron a ca-
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bo en un dicrégrafo (Jobin-Yvon) Mark III. Para la obtencién del 
espectro en la regién del ultraviolets préximo (340-245 nm) , se 
utilizaron células de 1 cm de paso éptico y se realizé a una sens! 
bilidad de 1 x 10  ^AA mm ^. La anchura de rendija empleada fué de 
2 nm en todos los casos. Los espectros en la regién del ultraviole 
ta lejano (250-190 nm) se realizaron utilizando células de 0.05 cm 
de paso éptico y se usé una sensibilidad de 5 x 10  ^AA mm~^.
La fuerza iénica, concentracién de SDS y pH se ajusta- 
ron como se ha indicado en el apartado anterior. Las medidas en el 
ultraviolets préximo se realizaron con la proteina disuelta a con- 
centraciones entre 3.5-9.0 x 10  ^M, mientras que en el ultraviole 
ta lejano se trabajé con disoluciones diez veces raâs diluidas. Los 
resusltados se expresan en elipticidades molares con dimensiones de 
grados x cm^x(dmol de residuo)  ^en el ultraviolets lejano y gra- 
dos X cm^ X(dmol de proteina)  ^en el ultraviolets préximo. En la 
estimacién de las contribuciones de «-hélice, estructura 6 y cade 
na estadlstica se utilizé el método de Chen et al. (1972) modifica 
do por Montero y Morân (Coraunicacién personal) y mediante un ajuste 
iterative con un programa Fortran IV llevado a cabo en un computa­
dor IBM sistema/360.
2.8.3. FLUORESCENCIA
Los espectros de fluorescencia se realizaron en un es- 
pectrofluorimetro Fica 55 MK II, equipado con una lâmpara de Xenon 
de 450 watios, utilizando una anchura de rendija de 2.5 y 7.5 nm 
para los haces de excitacién y emisién respectivamente. Los espec­
tros de emisién se registraron utilizando una longitud de onda de 
excitacién de 276 nm, mientras que los espectros de excitacién de 
las diferentes muestras se realizaron utilizando unas longitudes 
de onda fijas de emisién de 300 y 340 nm. Los espectros se recogier 
ron en un XY Ohnigrafic 200 a una velocidad aproximada de 10 nm/m^ 
nuto. Todas las disoluciones de proteina empleadas se centrifugaron 
y se filtraron a través de millipore (5 micras), previamente a su 
estudio espectrofluorimétrico. Se emplearon células de cuarzo de 5
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mm de paso éptico. La temperatura a la que se registraron los di­
ferentes espectros se mantuvo constante a 20°C mediante termosta- 
tizacién del portacubetas por medio de un bano Lauda. La concen­
tracién de la muestra se déterminé espectrofotométricamente, ob- 
servando siempre que la absorcién efectiva a la longitud de onda 
de excitacién sea inferior a 0.05, a fin de evitar errores de fi^ 
tro interno.
2.9. SECUENCIA AüTOMATICA
Previamente a la secuenciacién del PRT y de la
histona Hl de Ce.fiatttÂ.6 cap/tata. se realizô un tratamiento de 
oxidacién de las muestras con âcido perférmico, con el fin de ev^ 
tar la posible formacién de enlaces disulfuro intermoleculares.
Para ello, 300 nmoles de la muestra se disolvieron en 
150 yl de âcido férmico 99% (v/v) y se dejé en reposo en hielo du 
rante una hora. Después de este tiempo se anadieron a la disolu­
cién de proteina 180 yl de una disolucién de âcido perférmico pre 
parada recientemente (0.9 ml de âcido férmico 99% (v/v) y 0.5 ml 
de agua oxigenada 30% (100 volûmenes)), que se habla mantenido 2.5 
horas a 0®C. La disolucién de proteina en âcido perférmico se ta­
pé y se mantuvo 2.5 horas a 0"C. Posteriormente las muestras se 
liofilizaron.
La secuencia parcial se llevé a cabo por degradacién 
automâtica Edman en un secuenciador automâtico BecJonan modelo 890-B 
con un programa de aplicacién 031371 y un programa de secuencia 
"Protein Quadrol" 060275 de la casa comercial Becicman.
La identificacién de los PTH-derivados se realizé ma 
nualmente utilizando indistintamente très métodos de deteccién; 
hidrélisis en HCl 6 N en presencia de SnClg 0.1% a 130"C durante 
6 horas (Méndez y Lai, 1975), por cromatografla en plaças de sll^ 
ca gel (Merck, Darmstadt, R.F. Alemana) segûn el método de With- 
mann-Liebold et al. (1975) y por cromatografla en plaças de polia 
mida (Cheng,Chin, Trading Co, Taipei, Taiwan) segûn el procedimien 
to de Summers et al. (1973).
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Para la identificaciôn de ciertos PTH-derivados (PTH- 
His y PTH-Arg) se realizô aslmismo un cuarto método,revelando una 
aplicacién de los PTH-derivados correspondientes sobre papel What 
man n“l con reactive de Pauly para PTH-His y fenantrenoquinona 
(Yamada e Itano,1966) para PTH-Arg.
SI
3 . RESULTAD0S Y DISCUSION
— 5 4 —
3.1. ESTRUCTURA PRXMARIA
Los estudios de estructura primaria en las histonas muy 
ricas en lisina, Hl y H5, tienen un enorme interés, debido a la aJL 
ta conservatividad que presentan estas proteinas cromosomales y a 
su importante funcién estructural en el mantenimiento de la estruc 
tura de la cromatina. Recientemente, las secuencias complétas y 
parciales, obtenidas de diferentes histonas muy ricas en lisina de 
diferentes organismes, han revelado la presencia de una regién muy 
conservative e hidrofébica en la molécula y a esta regién se le 
ha adjudicado un papel esencial en la estabilizacién del nucleoso- 
ma.
Sin embargo, esta conservatividad postulada para el do 
minio central de esta clase de histonas esté basada en las secuen­
cias conocidas de un pequeno nûmero de histonas Hl y H5, por lo que 
existe una gran necesidad de ampliar esta informacién en una mayor 
cantidad de organismes.
En este tipo de estudios, se hace necesaria la esci- 
sién de la molécula de histona en fragmentes de menor tamano mole­
cular, sobre todo si, como se pretendié en este caso, se trata de 
obtener informacién de una cierta regién de la misma. Para ésto, 
son fundamentalss las hidrélisis, tanto qulmicas como enzimâtlcas, 
que presenten un grado de especificidad y rendiraiento adecuados, y 
a veces una combinacién de ambas técnicas- El CNBr y la NBS son 
dos agentes quimicos que presentan estos requisitos y por ello se 
les ha empleado preferentemente. Las hidrélisis enzimâtlcas se lie 
varon a cabo con tripsina, quimotripsina y trombina principalmente, 
por su interés comparative con timo y aprovechando los datos que 
existen sobre este punto en la bibliografla.
Por otra parte, los resultados obtenidos de estas hi­
drélisis qulmicas y enzimâtlcas de la histona Hl, ofrecen, no sola 
mente un método para abordar la estructura primaria de la molécula, 
sino que también ayudan a interpretar los resultados obtenidos por 
otras técnicas sobre niveles estructurales superiores de la protel
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na como se dlscutlrâ posteriormente.
3.L.I. AISLAMIENTO Y PÜRIFICACION DE LOS PEPTIDOS RESISTENTES 
A LA TRIPSINA DE LAS HISTONAS Hl DE TIMO DE TERNERA Y 
CERATÎTTS  CAPITATA
La digestiôn triptica de las histonas se llevô a cabo 
coio se detallô en el apartado 2.5.1.
La figura 15 muestra el transcurso con el tiempo de 
la digestiôn triptica controlada de las histonas Hl de timo de ter 
ne:a e insecto. Durante los primeros minutes de la reacciôn van 
apireciendo grandes fragmentes de las histonas, que posteriormen­
te son hidrolizados a un péptido resistente de menor tamano.
f 9
Figura 15. Separacion electroforëtica de los fragmentes obtenidos 
por digestion triptica controlada de las histonas Hl 
de timo de ternera (b-e) y C (g-k) , Las all­
cuotas se tomaron de la mezcla de reacciôn a (b y g) 6, 
(c y h) 35, (d e i) 60, y (e y j> 90 ainutos. Los ge­
les a y f muestran la imagen electroforêtica de Hl In­
tacta de timo de ternera y CzKCL-t/tti respectivamente.
El gel k muestra la imagen del PRT de insecto purificji 
do por cromatografla en gel.
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Este procedimiento fuë descrito por Hartman et al, 
(1977) para la histona Hl de timo. El péptido resistente (PRT) de 
la histona Hl de insecto, que al principio de la reaccién ya apa- 
rece en el gel, llega a ser la banda mayorltaria a los 60 minutos 
de la digestién (Figura 15i),sin embargo se continué la digestién 
durante 30 minutos mâs, siendo la ûnica banda visible a los 90 mi 
nutos de incubacién (Figura 15j).
Los posibles péptidos de bajo peso molecular que pu­
dieran estar présentes a los 90 minutos de digestién se eliminaron, 
primero por un proceso de precipitacién selectiva con TCA 18%, se 
guido de cromatografla en Sephadex G-75. La muestra asl purificada 
aparece como una ûnica.banda en electroforesis en idénticas condi 
ciones (Figura 15k).
La movilidad electroforética del péptido resistente de 
la histona de insecto es ligeramente menor que la de su homélogo
de timo. Posiblemente este hecho sea resultado de la diferencia en
peso molecular existante entre sunbos. Estos pesos moleculares, de 
terminados por electroforesis en presencia de SDS, resultaron ser 
de 9800 para el PRT de timo y de 10100 para el correspondiente de 
CciLat-itti capitata..
La composicién de aminoâcidos de ambos péptidos resis 
tentes se observa en la Tabla II. La composicién del PRT de timo 
es prâcticamente idéntica a la obtenida por Hartman et al. (1977) 
para el fragmente que ellos denominaron "Tr-Tr", siendo probable- 
mente la misma regién de la histona Hl de timo de ternera.
Como ya se habla demostrado, la Hl de insecto posee
cisteina, metionina e histidina, a diferencia de su homôloga de 
timo (Franco et al., 1977). Todos estos suninoâcidos estân présen­
tes en el PRT, como se observa en la Tabla II. Ademâs de estos re 
slduos, existen otras diferencias entre los péptidos résistantes 
de ambas histonas. El de CcH.atltl& contiene menos glicocola y leu 
cina y mâs isoleucina y tirosina (dos reslduos). A pesar de estas 
diferencias, las composiciones de ambos péptidos son muy similares 
y la mayor parte de las diferencias encontradas entre las moléculas 
intactas (Franco et al., 1977) deben encontrarse en las regiones N
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TAEiA II: Composicion de aminoâcidos de los péptidos résistantes 
a la tripsina de las histonas Hl de Ccaat-itli capitata. 
y timo de cernera.
Aminoâcido CcKatltll T imo
Acido Aspârtico 5.9 6 . 1
Treonina 6 . 8 5 . 5
Serina 10.6 10.6
Acido GluCâmico 6 . 8 7.6
Prolina 5.9 4 . 7
Glicocola 6 . 2 11.7
Alanina 16.5 16.2
Cisteina^ 0.7 0.0
Valina 6.7 6 . 7
Metionina 0.7 0 . 0
Isoleucina 5.6 2 . 3
Leuc ina 6. 6 9.5
Tirosina 2.0 1 . 0
F etiilalanina 2.0 1 . 4
Lis ina 13.2 14.4
Hia tid ina l . 1 0.0
Ar ginina 2.5 2.4
* Determinado como carboxime tilcistefna.
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y C-terminales.
Es importante resaltar que es la primera vez que se ob 
tiene un péptido de caracterlsticas similares al de la histona de 
mamîferos en una histona Hl de insectos. Esta paralela correlaciôn 
en el método de aislamiento debe ser reflejo de una similar estruc 
tura tridimensional, la cual le concede esa especial protecclén a 
la proteolisis y que lleva consigo una alta especificidad en esa 
estructura terciaria, ya que cuando la histona se modifies por ni- 
tracién (de las tirosinas) o carboximetilacién (del residuo de cis 
telna) no se obtiene péptido resistente anSlogo al anterior.
3.1.2. TRATAMIENTO CON CNBr DE LA HISTONA Hl DE CERATITIS CAPI­
TATA
El tratamiento con CNBr de la histona Hl de insecto 
produce la divisién de la molécula en dos fragmentos, debido a la 
existencia de un ûnico residuo de metionina en su estructura pri­
maria. La mezcla de reaccién se sometié a cromatografia en Sepha­
dex G-lOO tal y como se indicé en el apartado 2.4.2. Se obtuvieron 
cuatro picos (figura 16). El primero de éstos (denominado S-1) con 
tiene agregados de alto peso molecular, histona intacte y un pépti 
do de mayor movilidad electroforética que ésta, fundamentalmente 
(Figura 17c). El segundo pico, S-2, contiene histona intacta y mayo 
ritariamente un péptido résultante del tratamiento con el agente; 
este ûltimo es prâcticamente el ûnico visible en el pico S-3 (fi­
gura 17d y 17e) y corresponde al fragmente de mayor tamano produc­
to de la rotura (PG^ ^^ g) . El cuarto y ûltimo pico de la cromatogra- 
fla (S-4) contiene una serie de péptidos de mayor movilidad electro 
forética, algunos de ellos résultantes de hidrélisis âcida parcial 
de la proteina que, como ya se ha comprobado, tiene lugar en el me­
dio de reaccién (Barbero, 1978).
Con objeto de obtener una mayor pureza y rendimiento 
del PG(2NB' pico S-2 (por otra parte el mayoritario en peso) se 
sometié a una nueva cromatografla en Bio Gel P-100. Esta vez se ob 
tuvieron dos picos (Figura 18). EL pico BG-1 migra en electrofore-
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Figura 16. Perfil de elucion de la cromatografia en 
Sephadex G-IOO de los productos resultan 
tes del tratamiento con CNBr de la HI.
Figura 17. Electroforesis 
de los picos obtenidos en 
la cromatograf£a. (a) hi£
tona Hi de insecto, (b) pr£ 
ductos résultantes del tra­
tamiento con CNBr de la HI, 
(c) pico S-1, (d) pico S-2,
(e) pico S-3, mayoritaria- 
raente (f) pico S-4.
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Figura 18. Perfil de elucion de la cromatografla en Bio Gel 
P-lOO del pico S-2.
r
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Figura 19. Electro foresia de los 
picos résultantes de la cromato- 
grafîa. (a) Hi intacta, (b) pico 
S-2, (c) pico BG-1, (d) interme-
dio picos BG-1 y BG-2, (e) pico 
BG-2 .
a b c d e
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sis igual que la molécula intacta de histona (Figura 19c). El pico 
BG-2 tiene la misma roovilidad electroforética y anâlisis de amino- 
âcidos que el pico S-3 de la cromatografia anterior y corresponde 
al PG^Ng (Figura 19e).
La composiciôn de aminoâcidos del pico S-4 (Tabla III) 
muestra la presencia de metionina en sus dos formas, homoserina y 
homoserina lactona, indicando que en este pico estâ contenido el 
fragmento restante N-terminal producto de la escisiôn con CNBr y 
que he denominado PPc^B'
La composiciôn del PG^^g (Tabla III) révéla la presen 
cia de tirosina y de un mayor contenido en lisina que la molëcula 
intacta, claro reflejo de que este pëptido contiens la regiôn C- 
terminal,muy bâsica,de la molécula. Posee también fenilalanina pe- 
ro no contiens histidina. El peso molecular estimado para el PG^^g 
por electroforesis en geles de poliacrilamida- SDS résulté ser 
18700. Teniendo este dato en cuenta, la metionina debe encontrarse 
en la mitad N-terminal de la molécula de histona, aproximadamente 
alrededor de los reslduos 35-50 de la estructura primaria de la mo 
lécula. La presencia de agregados de PG^ ,j^ g,de alto peso molecular 
en los geles de electroforesis, hace suponer que este péptido con­
tiens el residuo de cisteina (Barbero, 1978).
Tiene particular interés comparar estos resultados con 
los obtenidos por Alfageme et al. (1974) en H1 de VfL0 6ophÂ.ta meZa- 
n o g a A t e . f L . El misrao tratamiento con CNBr en esta histona produce 
dos péptidos de taunanos moleculares aproximados a los de la Hl de 
Czn.a.tÂ.tlA c.a.pX.ta.tOL.ha. composicién de aminoécidos del PG^^g de V k o - 
AopkÂ.ta. résulta muy similar a la de su homôlogo en con­
tiens 2 tirosinas y 2 fenilalaninas. Esta identidad en composicién 
de aminoâcidos probablemente refleje una similitud en estructura 
primaria.
3.1.3. TRATAMIENTO CON CNBr DEL PRT DE CERATITIS CAPITATA
El ûnico residuo de metionina que contiens la histona 
de insecto se encuentra presents en el PRT, como ya se comenté.
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TABLA III: Compos icion de aminoâcidos de los péptidos résultantes
del tratamiento con CNBr de la Hl de C dap-Ctata.
Arainoâcido Hl C.c. Hl D . m ^^CNB Ce- ^^CNB °'™' Pico s-4
ASX 4 . 7 4.3 3.6 3.9 6.2
THR 7.0 7 . 4 6,9 6 . 1 8.2
SER 11.5 9.8 11.5 7.7 9.6
HOMOSER - - - - Trazas
GLX 4.9 5.6 5.9 3 . 4 5.4
PRO 5. 1 5,6 3.6 4 . 6 12.7
GLY 7.5 5.3 8.6 5.3 3.5
ALA
CYS
16 . 7 
0.5®
19.0
0.4®
17.4
ND^
19.9
n d ’’
19.8
n u "
VAL 5.2 7.3 4 . 1 6.4 11.0
MET 0.5 0.4 0.0 0.0 0 . 0
ILE 2.8 3.4 2.2 3.7 3 . 2
LEU 3.5 3.5 3.9 3.9 0 . 9
TYR 1 . 3 1 . 3 1 . 3 1.4 Trazas
PME 0.8 0.9 1 . 1 1.4 0 .0
LYS 25 . 1 24 . 6 28.5 31.1 16.6
HIS 0.7 0.6 0.0 0.0 2 . 1
ARG 1. 7 1 . 2 1.0 0.7 0 . 8
BASICOS
ACIDOS
2.8 2.7 3 . 1 4. 1 1 . 7
^ Determinado como carboxîmetîlcisteîna
ND no determinado
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Figura 20. Perfil de elucion de la cromatografîa en Sephadex 
G-50 de los productos résultantes del tratamiento 
con CNBr del PRT.
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Figura 21. Electroforesis de los 
picos de la cromatografîa. (a) Hl
intacta, (b) PRT de insecto, (c) 
productos résultantes del trata­
miento con CNBr del PRT, (d) pi­
co ST-1, (e) pico ST-2.
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TABLA IV; Coraposicion de aminoâcidos de los péptidos résultantes
del tratamiento con CNBr del PRT de capX-tata.
Aminoâcido PRT PGcNB-f*T
(Pico ST-1)
fPcNB-P*?
(Pico ST-3)
ASX 5.9 5. 1 4 .6
THR 6.8 6 . 0 10.5
SER 10.6 12.4 9 . 3
HOMOSER - - Trazas
GLX 6.8 6.0 12 . 4
PRO 5.9 3.7 14. 1
GLY 6.2 9.0 4 . 5
ALA 16.5 14.4 15.9
CYS 0.7® ND^ ND^
VAL 6.7 3.1 3.0
MET 0.7 0.0 0 . 0
ILE 5.6 6 .6 5.4
LEU 6 .6 9.9 2 . 1
TYR 2.0 2 . 7 1.0
PHE 2 . 0 2.6 0.7
LYS 13.2 16.6 8. 1
HIS 1 . 1 0.6 5.0
ARG 2 . 5 3.4 1 . 7
 ^Determinado como carboximetilcisteîna 
 ^ ND no determinado
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po: lo que el tratamiento de este péptido con CNBr da como resul- 
taio la obtenciôn de dos fragmentos de esta regiÔn de la molécula, 
mu' ûtiles en orden a determiner algunas caracterlsticas particule 
rei de esta zona hidrofôbica, resistente a la tripsina-
En la figura 20 se muestra el resultado de la sépara- 
cim de ambos péptidos por cromatografîa en Sephadex G-50. El pico 
ST-1 mueve en electroforesis como dos bandas, una de ellas de idén 
tifa migraciôn al PRT intacto, y la segunda, mucho mâs intensa, de 
ma^or roovilidad, que corresponde al péptido de mayor tamano resul- 
taite del tratauniento (PG^^g-PRT) como se muestra en la figura 21. 
El pico ST-3 no se tine en electroforesis en las mismas condicio- 
nei, posiblemente debido a su bajo peso molecular, pero sî se pue- 
de detectar por electroforesis en plaças de poliamida, moviendo co 
mo un ûnico péptido capaz de tenirse con ninhidrina.
La composiciôn de aminoécidos de los picos ST-1 y ST-3 
se muestra en la Tabla IV. La presencia de homoserina y homoserina 
lactona en el pico ST-3 indica que este péptido corresponde a la 
recién amino-terminal del PRT. A juzgar por la roovilidad electrofo 
réüca del pico ST-1, la metionina debe encontrarse entre los 15 
praneros reslduos del PRT. La banda que, mayoritariamente, consti­
tuée el pico ST-1 (PG^^g-PRT), contiens los dos restos de tirosina 
pejo no contiene histidina, confirmândose asî que este residuo se 
encuentra asimismo muy cercano al N-terminal del PRT. Por otra par 
te el elevado porcentaje de prolina del pico ST-3 (PP^^g-PRT), asî 
COBO su bajo contenido en reslduos hidrofébicos, hace pensar que 
este péptido debe contribuir muy poco a la estructura secundaria 
de: PRT.
3.:.4. TRATAMIENTO CON NBS DE LAS HISTONAS Hl DE TIMO DE TERNERA 
Y CERATITIS CAPITATA
El ûnico residuo de tirosina existante en Hl de timo 
de ternera es susceptible de reaccionar con NBS, dando orîgen a 
do£ fragmentos de la molécula, 1-72 y 72-C-terminal (Bradbury et 
al., 1975a). Los resultados obtenidos con la histona de timo es-
—  6 6“
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Figura 22. Perfil de elucion de la cromatografîa en Sephadex 
G-lOO de los productos résultantes del tratamiento 
con NBS de la histona Hl de insecto.
n
a b o d e
Figura 23. Electroforesis de 
los picos résultantes de la 
cromatografîa. (a) histona Hl
de insecto intacta, (b) produ£ 
tos résultantes del tratamien­
to con NBS de Hl de insecto,
(c) tratamiento con NBS de la 
Hl de timo de ternera, (d) p^ 
co NBS-l, Ce) pico NBS-2.
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tai totalmente de acuerdo con los de estos autores.
La histona de insecto posee dos residues de tirosina, 
per lo que séria de esperar que un tratamiento similar produzca 
un conjunto de péptidos mucho mâs complejo, resultado de las di- 
farentes reactividades de las dos tirosinas. La cromatografia en 
Sephadex G-lOO de la mezcla de reacciôn muestra la apariciôn de 
tr=s picos (figura 22), cuyas imâgenes electroforéticas se mues- 
tran en la figura 23.
Los picos NBS-l y NBS-2 tienen una movilidad electro 
fccética y composiciôn de aminoâcidos muy parecidas entre si (f 
gira 23d y 23e, Tabla V) y relativamente similares al péptido NI 
ottenido por tratauniento con NBS de la histona Hl de timo de co- 
nejo, y que corresponde a la regiôn 72-Cterminal de la molécula 
(Bistin y Cole, 1969), indicando que estos picos podrian corres- 
poider a regiones muy similares en la histona de insecto.
Por otro lado, estos picos se pueden separar en cro­
matograf ia (aunque no claramente, sino que NBS-l aparece como un 
honbro), implicando que corresponden a diferentes péptidos. Ade- 
m& el contenido en peso del pico NBS-2 es muy superior al del p^ 
co NBS-l en la mezcla de reacciôn. Estos hechos sugieren una pro- 
xinidad en la secuencia de los dos restos de tirosina, asi como 
ura mayor reactividad con el agente de uno de estos dos reslduos.
a b C d
Figura 24. Electroforesis de los 
productos résultantes del trata­
miento con NBS de Hl de insecto 
intacta y modificada. (a) Hl in­
tacta, (b) Hl nitrada en una tiro^  
sina, (c) Tratamiento con NBS de 
Hl intacta, (d) Tratamiento con 
NBS de Hl modificada en una tir£ 
s ina.
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TABLA V: Composiciôn de aminoâcidos de los péptidos résultantes 
del tratamiento con NBS de la histona Hl de C 
capitata.
Aminoâcido NI®
(72-216)
N2®
(1-72)
NBS-l NBS-2 NBS-3
ASX 4 . 0 1 . 1 4.0 3.0 7.6
THR 6 . 2 1.9 7.6 7.9 6.7
SER 7 . 3 4. 1 12.3 12.7 11.5
GLX 3.7 3.9 5.4 5. 1 5.4
PRO 16.7 6.2 4.9 4.3 7 . 7
GLY 9 . 2 5.4 10.6 11.3 6 . 6
ALA 37.2 19.2 17.7 17.9 18.2
CYS 0.0 0.0 ND^ No'" ND^
VAL 6. 6 2.3 5 . 1 4 . 3 10. I
MET 0.0 0.0 0.0 0 .0 0.2
ILE 0.9 0.9 2. 1 1 . 3 5.0
LEU 5. 1 4.0 3.6 3 . 2 4.6
TYR - - - - -
PHE 0.8 0.0 0.5 0.3 0.0
LYS 52.6 12.2 25.8 27 . 0 14.3
HIS 0.0 0.0 0. 3 0. 1 0.0
ARG 1 . 1 1 . 7 0. 7 0.0 1 . 8
BASICOS . _ _ . . _ _ - . _
ACIDOS
6. 7 2 . 8 2 . 8 3 . 3 1. 3
® Composiciôn de los péptidos Ni (72-216) y N2 (1-72) de la hi£
tona Hl (RTL3) de timo 
 ^ ND no determinado
de conejo (Bustin y Cole, 1969).
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Cuando el tratamiento se llevô a cabo con HI de insec 
to modificada por nitracidn especifica en una tirosina, en la elec 
troforesis se observô la presencia de très bandas prâcticamente 
igual de intenses, correspondiendo la de raenor movilidad a la his­
tona Hl intacta y las otras dos restantes a las ya comentadas de 
los picos NBS-l y NBS-2 de la cromatografia. Estos resultados indi 
can que la nitraciôn destruye la especificidad de la NBS por uno 
de los dos restos de tirosina, presumiblemente por ser este resi­
due, de alta reactividad con NBS, el que sufre la modificaciôn e^ 
pecifica. Estos resultados pueden correlacionarse con los cambios 
en estructura secundaria de la proteina nitrada,como se discutirâ 
posteriormente.
El tamano de los péptidos de rotura con NBS que se 
aprecian en la electroforésis (NBS-l, NBS-2) es menor que el del 
péptido obtenido por tratamiento con CNBr (PG^^g). Si suponemos 
que los picos NBS-l y NBS-2 corresponden a fragmentos que contie- 
nen la regiÔn C-terminal de la histona, como parece indicar la 
composiciôn de aminoâcidos similar al péptido NI de timo de cone­
jo, la ausencia de metionina e histidina en ambos y el alto conte 
nido en lisina, entonces los dos reslduos de tirosina se encuen- 
trah hacia la regiôn 50-90 de la molécula.
3.1.5. DEGRADACION DE Hl DE CERATITIS CAPITATA CON QUIMOTRIPSINA
En la degradaciôn con quimotripsina de Hl de insecto 
no se observô la presencia de péptidos-limites caracterlsticos, 
contrariamente a lo que ocurre en Hl de timo de ternera. En los 
geles de electroforesis se observô la presencia de multiples ban 
das, que en el curso de la reacciôn hidrolitica iban continucunen 
te desapareciendo.
3.1.6. DEGRADACION DE PG^^g CON TRIPSINA
Cuando se realizô la digestiôn controlada con tripsi- 
na (en relaciôn 1/1000) del idénticas condiciones que
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que con la HI Intacta, tal y como se indicô en el apartado 2.5.1., 
no se observô la existencia de péptidos resistentes a la digestiôn. 
En la electroforesis, la banda correspondiente al PG^NB ^®saparecia 
rSpidamente, de forma que a los 10 minutos de incubaciôn el gel no 
se conseguîa tenir, indicando la ausencia de material protefco. Es 
te resultado demuestra que la pérdida del fragmento N-termina1-me- 
tionina es suficiente para que la estructura terciaria que puede 
adoptar el PG^j^g,en las condiciones en que se llevô a cabo el tra­
tamiento, deje mâs accesibles los reslduos de lisina y arginia de 
la regiôn globular de la histona a la acciôn proteolltica.
3.1.7. DEGRADACION COMPARATIVA DE Hl DE TIMO DE TERNERA Y CERATITIS 
CAPITATA CON TROMBINA
La digestiôn- controlada de la histona Hl de timo de 
ternera con trombina rompe la molécula preferentemente por la se­
cuencia -Pro-Lys-Lys-Ala-, correspondiente a la regiôn 119-122 
(Chapman et al., 1976). La cromatografia en carboximetilcelulosa 
de los productos résultantes a 4horas de digestiôn con la enzima 
es capaz de separar los fragmentos 1-122 y 122-Cterminal de Hl de 
timo de ternera (Chapman et al., 1976). El estudio comparativo de 
la digestiôn de Hl de insecto puede revelar importantes datos so­
bre una posible similitud en estructura primaria de las dos histo 
nas.
El transcurso de la digestiôn con trombina de la his­
tona Hl de en las mismas condiciones que la de timo, se^
guida por electroforesis, se muestra en la figura 25. Desde los 
primeros minutos de digestiôn se observa la apariciôn de bandas 
de alta movilidad, productos de la degradaciôn enzimâtica de la 
histona, y otras de baja movilidad, correspondientes a agregados 
de diferentes tamanos moleculares,formados por los péptidos de de 
gradaciôn que contienen cisteina.
Dos de las bandas de alta movilidad, denominadas A y B 
en la figura 25, que comienzan a aparecer al principle de la reac 
ciôn, aumentan de intensidad durante el transcurso de la misma, pa
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Figura 25. Electroforesis comparativa de las digestiones con trom 
bina de las histonas Hl de timo de ternera (a-e) y CeAa 
ti-tLh ca.pT.ta.ta. (f-j). Las alîcuotas se tomaron de la 
mezcla de reacciôn a (a y f) I, (b y g) 20, (c y h) 60, 
(d e i) 120, y (e y jî 240 minutos.
ra ser las bandas mayoritarias al final de las 4 horas de diges­
tiôn .
Las cromatograflas en carboximetilcelulosa de los pro­
ductos de digestiôn a 4 horas de la histona Hl de timo de ternera 
e insecto se muestran en las figuras 26 y 27 respectivamente. Las 
movilidades electroforêticas de los picos résultantes en ambas se 
muestran en la figura 28.
Los resultados obtenidos con Hl de timo son coinciden 
tes con los de Chapman et al. (1976). En Hl de insecto se observa 
la presencia de cuatro picos en la cromatografla. La movilidad 
electroforëtica del pico TC-3 es idéntica a la de la banda A, ré­
sultante de la digestiôn enzimâtica. Asimismo, en este pico (figu 
ra 28i) se observa ya la apariciôn de otra banda minoritaria cuya 
movilidad coincide con la banda B, y que llega a ser la mayorita- 
ria en el pico TC-4.
-72-
10 -
TT-2 TT-3TT-1
30 40
° d e f r a c c i o nn
Figura 26. Perfil de elucion de la cromatografia en carboximetil­
celulosa de los productos de digestion con trombina de 
HI de timo de ternera.
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Figura 27. Perfil de elucion de la cromatografxa en carboximetil­
celulosa de los productos de digestion con trombina de 
HI de insecto.
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Figura 28. Electroforesis de los picos résultantes en las cromat£ 
grafîas en carboximetilcelulosa de las digestiones con 
trombina de Hl de timo e insecto. (a) Productos de di­
gestion de Hl de timo, (b) Pico TT-1, (c) Pico TT-2,(d)
Pico TT-3, (e) Hl de insecto, (f) Productos de digestion
de Hl de Ce.xa.tltX.6 , (g) Pico TC-1, (h) Pico TC-2 , (i)
Pico TC-3.
Los anâlisis de aminôâcidos de los picos de la croma 
tografia de la digestiôn con trombina de Hl de ZzK(itLti.(^  , compa- 
rados con los obtenidos en la de Hl de timo,se indican en la tabla 
VI. Chapman et al. (1976) demostraron que el pico que primero elu- 
ye de la carboximetilcelulosa corresponde a la regiôn 1-120, y el 
ûltimo pico (TT-3) a la regiôn restante de la molécula. La compos^ 
ciôn de aminoâcidos del pico TC-3 de Hl de insecto es muy similar 
al de la regiôn 120-Cterminal de Hl de timo, siendo ambos anâlisis 
tlpicos de la regiôn C-terminal, muy bâsica, de las histonas Hl.
Sin embargo, la diferencia en movilidad electroforética de ambos es 
bastante significativa. Probablemente se trate de regiones homôlogas 
en ambas histonas, si bien el pico TC-3 de insecto, debido a su me 
nor porcentaje en residues bâsicos (hecho que se pone de manifiesto 
en las moléculas intactas) y su mayor peso molecular, migre de for 
ma diferente en electroforesis.
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TABLA VI: Composiciôn de aminoâcidos de los picos de las croma- 
tografîas en carboximetilcelulosa de las digestiones 
con trombina de Hl de timo de ternera y C.&-
pÀ.tatOL.
Aminoâcido TT-1 TT-2 TT-3 TC-1 TC-2 TC-3
ASX 4. 1 2.8 1 . 1 6.6 4.8 3 . 3
THR 6. 1 6.3 5.9 5 . 9 7 . 3 7 . 9
SER 8.7 6 . 8 4 . 6 10 . 1 10.9 12.7
GLX 7.3 4.4 1 .6 7.0 6.2 5.3
PRO 5.5 8.6 9.5 5 . 9 4.6 3.5
GLY 9.4 7.7 5.9 5 . 3 7 . 8 9.0
ALA 20. 3 22.9 29.4 15.6 15.8 18.0
CYS 0.0 0.0 0.0 ND® ND® ND®
VAL 5.9 5. 3 3 . 5 7.8 5.8 4.2
MET 0.0 0 . 0 0 . 0 1 .2 0.4 0.0
ILE 2.0 1 . 6 0.9 5.4 2.7 1.0
LEU 8.2 4.4 l . 3 5 . 5 4 . 1 2.9
TYR 0.9 0.9 0.0 2 . 2 1.8 0.8
PHE 0.9 0. 7 0.0 1 . 2 0 . 9 0.5
LYS 17.2 24.3 35.8 15.4 22.6 32.5
HIS 0.0 0 . 0 0.0 2 . 4 1 .0 0.2
ARG 3.3 2.5 1 . 1 2.4 3.2 1 . 1
BASICOS
ACIDOS
1. 8 3 . 8 14.8 1.5 2 . 4 3.9
* ND no determinado
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El pico TC-4 de insecto, lôgicamente raâs bSsico por su 
eluciôn en la cromatografla, posiblemente tenga una mayor contribu 
ciôn de la zona C-terminal de la molécula.
Por otra parte, también se realizô la digestiôn con 
trombina de la histona de insecto a diferentes tiempos (4 y 14 ho­
ras) . La diferencia més importante observada entre estas dos diges 
tiones es la desaparaciôn progresiva de la banda A a la vez que 
la mezcla se va enriqueciendo en un péptido de mayor movilidad elec 
troforética (banda C), que ya era visible, aunque minoritario, en 
la digestiôn a 4 horas (figura 29).
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Figura 29. Electroforesis de las d^ 
gestiones a 4 y 14 horas con trombi^ 
na de Hl de CzfiatZt^6 capitata.
(a) Hl intacta, (b) PRT de insecto, 
(c) productos despuës de 4 horas de 
digestion, (d)y(e) Productos despuis 
de 14 horas de digestiôn, (f) con­
trol de la trombina empleada en la 
incub aciôn.
La regiôn 1-120 de la histona de timo, que eluye como 
el primer pico , tiene una composiciôn de aminoâcidos y movilidad 
electroforética muy similares al pico TC-1 de la digestiôn de Hl 
de insecto (figura 28, tabla VI).
Basândose en estos datos de composiciôn de aminoâcidos, 
movilidad electroforética y eluciôn en la cromatografia, se puede 
proponer un modelo comparativo de los diferentes puntos aproxima­
dos de ruptura por la trombina en la Hl de Czxat-it^i capitata., 
correlacionândolos con las diferentes bandas que aparecen en los 
geles de la electroforesis.
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a 14 horas
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a 4 horas
A
Figura 30. Modelo propuesto para los puntos de digestion prefere^ 
te con trombina en HI de insecto. («■■■■■►) Indica los 
puntos de ruptura de mayor susceptibilidad. (—  ■
Indica los puntos de susceptibilidad intermedia.
(------ —) Indica los puntos de menor susceptibilidad a
la ruptura por el enzima. En HI de timo, la molécula se 
escinde en dos fragmentos mayor i tar ios, 1-120 y 120-Cter^ 
minal, (Chapman et al., 1976).
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De este modo, el péptido correspondiente a la banda A 
se irîa degradando a dos péptidos de menor tamano (bandas B y C) 
a tiempos largos de incubaciôn (14 horas). La regiôn N-terminal 
de la histona probablemente sea mâs fâcilroente degradable y no apa 
rezca por tante como banda mayoritaria en la electroforésis de la 
digestiôn a tiempos cortos (4 horas).
3.1.8. DETERMINACION DEL RESIDUO N-TERMINAL
Los reslduos N-terminales de algunos péptidos aislados 
y purificados correspondientes a las hidrôlisis qulraicas y enzimâ- 
ticas llevadas a cabo con la histona se realizaron segdn el método 
descrito en el apartado 2.3.4.
La histona Hl intacta de CQ.^ atX.t-L6 capZtata probable 
mente tenga bloqueado su residuo N-terminal, como muestran los in­
tentes sin resultado positive realizados sobre este punto. Se deter 
minaron los reslduos N-terminales de algunos péptidos correspondien 
tes a diferentes regiones de la histona de insecto, segûn se mues­
tra en la tabla VII.
TABLA VII; Residues N-terminales de péptidos obtenidos por hidroli- 
s is quimica con CNBr y NBS y por digestion controlada 
con tripsina de la histona Hl de CzfLat^ tÂ.i c.dP'Ctata.
Péptido Aminoâcido N-terminal
PRT Lisina
^^CNB Valina
PCCNB Valina
NBS-2 Leucina
NBS-l Lisina
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3.1.9. MAPAS TRIPTICOS
El objeto de estos estudios es la comparaciôn de estruc 
turas priraarias entre las histonas de timo e insecto y las de sus 
correspondientes PRTs entre si.
En la figura 31a se recogen los mapas trlpticos de las 
histonas HI de C y timo de ternera. Segûn se observa en la 
misma, el nûmero de péptidos trlpticos de ambas histonas es muy ele 
vado, debido al alto porcentaje en residues bâsicos que contiene, y 
sobre todo se apreçia un gran nûmero de péptidos de alta migraciôn 
en la electroforesis, casi indistinguibles. Estos resultados hacen 
muy dificil tratar de esclarecer algun tipo de homologla entre los 
péptidos de ambas moléculas. Sin embargo, los PRTs, mâs hidrofôbi- 
cos y menos bâsicos, serân mucho mâs idôneos para este fin. Por 
otra parte tiene mayor interés el estudio sobre éstos, ya que esta 
regiôn parece ser la mâs conservada de la molécula de histona. En 
la figura 18b se muestran los mapas trlpticos de los PRTs de ambas 
histonas obtenidos en idénticas condiciones. Los péptidos trlpticos 
résultantes de varios mapas del PRT de insecto se extrajeron y se 
determiné su composiciôn y nûmero aproximado de aminoâcidos (tabla 
VIII).
Segûn se observa en la figura 31b, la analogla existen 
te entre ambos mapas, de timo y es muy baja, hecho que
viene a reafirmar los resultados de ânalisis de aminoâcidos para 
los péptidos trlpticos del PRT de insecto cuando se comparan con 
los péptidos trlpticos idealizados que se obtendrlan de la regiôn 
35-120 de Hl de timo de ternera (tabla IX). Sin embargo, si existen 
algunas similitudes importantes de resaltar. El péptido trlptico 
que contiene la tirosina 72 de timo es bastante anâlogo, en tamano 
y composiciôn de aminoâcidos, al péptido que contiene una de las 
tirosinas en isecto (péptidos* de la tabla IX).Estos resultados por 
si solos, no son suficientes para afirmar la existencia de grandes 
diferencias en la estructura primaria de ambos PRTs, y hace falta 
esperar resultados de secuencia para poder emitir un juicio mâs 
justificado. Por otra parte el péptido 13 de CzfLat-ltÂ..i no diô re­
sultados positivos en el anâlisis de aminoâcidos, probablemente de
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Figura 31. (a) Mapas trlpticos de las histonas Hl de timo de ter­
nera y capZtata CH) ■ (b) Mapas trlpticos
de los PRTs de timo de ternera y Ce.fiat.itii capitata 
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TABLA IX: Numéro de residues de los péptidos tripticos de los PRTs 
de timo de ternera y CcKCLtltli capitata.
®PRT Timo de ternera ^FRT Czfiatltli capitata
1) ILys 16) ILys
2) n i e . ILys 17) lArg
3) IPro, 1 Lys 15) IGly, ILys
4) 1G1 u , lArg 10) iGlx, lArg
5) 1 Leu, 1 Asn, ILys 7) lAsx, ILeu, ILys
6) 2Asn , ISer, lArg 2) ILeu, ITyr, ILys
7) IGly, 2Leu, ILys 8) l-2Gly, lAla, ILys
8) 2Ser , IVal, ILeu , ILys 12) 1 Asx, 0-lSer, 1-2G1X, 2Ala,
9) 1 Ser , 3Ala , IVal, ILys ILys
10) 2Thr , IGly, IGlu, IVal , 5) IThr, ISer, IGlx, llle, ILeu,
ILeu, ILys ILys
11) iThr , ISer, 2Gly, lAla, 14) lAsx, IThr, ISer, IGlx, 2Ala,
IPhe. ILys ILys
12) lSer , IGlu, IGly, 3Ala, 9) IThr, 2Ser, IGly, lAla, l-2Val,
iLy s ILys
13) 2Ser, IGly, 2Ala , 2Leu , 1) ISer, 0-IGlx, 2Pro, IGly, lAla,
iVal, ILys n i e . ILeu, ILys
14) *lGlu, lAsp , IGly, 4Ala, 6) IThr, ISer, IGlx, IGly, 2Ala,
ILeu, ITyr, IVal, ILys ILeu, iLys
15) IThr, 2Ser , IGlu, 2Pro, 4) 2Ser , IGlx, 2Gly, 2Ala, Ille,
IGly, lAla, IVal, n i e , ILeu, ILys
ILeu , ILys 3)* IThr, 2Ser, IGlx, IGly, 2Ala,
ICys , n i e ,  ILeu, ITyr, ILys
11) lAsx, IThr, ISer, IGlx, IPro,
2Ala, 0-lVal, IMet, Ille, ILys
a Péptidos trlpticos a partir de la secuencia del dominio central
de Hl de timo de ternera.
b Deducidos a partir de la compos icion de aminoâcidos (Tabla VIII)
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bido a que no se extrajo bien de la plaça en las condiciones em­
pleada s .
Con el fin de tratar de determinar que pëptido tript^ 
co contiene el residuo de metionina se efectuaron mapas trlpti­
cos de los péptidos de mayor tëunano molecular, résultantes de las 
hidrôlisis con CNBr de Hl intacta y PRT, con objeto de compararlos 
con los obtenidos en las moléculas de donde proceden. La figura 
31d muestra el mapa trlptico obtenido del el correspondien
te a la Hl no se superpone por no complicar la figura. En este ca 
so, la ausencia en este péptido de la regiôn N-terminal de la mo­
lécula hace dificil obtener comparaciones no errôneas. La figura 
31c muestra el mapa trlptico del PG^ ,jjg-PRT. En este caso, la pre­
sencia de un menor nûmero de péptidos, hace mâs fâcil este estudio 
comparativo. Los péptidos que se han denominado 1 y 11 del mapa 
trlptico del PRT estân ausentes en el mapa del PG^j^g-PRT, y apare 
ce en este ûltimo caso un péptido nuevo que se ha llaimado 18*. El 
péptido 1 también esté ausente en el mapa del (figura 31d).
El péptido 11, que contiene metionina (ver tabla VIII), 
como consecuencia de la ruptura con CNBr da origen a otros dos nue 
vos péptidos, de los cuales el C-terminal es lôgicamente el pépti­
do 18*, que aparece en el mapa del PG^^g-PRT, mientras que el N- 
terminal no esté présente, lôgicamente, en dicho mapa. El péptido 
1, por tanto, debe corresponder a la regiôn N-terminal del PRT, 
desde el primer residuo del péptido resistente hasta la primera li 
sina que se encuentra en la estructura primaria.
Teniendo en cuenta estos resultados, se puede hacer una 
evaluaciôn aproximada de los residuos de que consta la regiôn N-ter 
minai del PRT, tal y como se muestra en la tabla X. Estos datos se 
rân posteriormente comparados con los obtenidos por secuencia de e£ 
ta misma regiôn.
3,1.10. SECUENCIA PARCIAL DEL PEPTIDO RESISTENTE A LA TRIPSINA DE 
CERATITIS CAPITATA
La secuencia de un fragmento N-terminal del PRT de in-
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TABLA X; Nûmero de residuos aproximado para la region N-terrainal- 
metionina del PRT de CcfLatltli capitata..
Aminoâcido ST-3)® N-Met (M. Trlpticos)^
ASX 1 0-1
THR 2 1
SER 1-2 1-2
GLX 2 1-2
PRO 3 2-3
GLY 1 1
ALA 3 1-3
CYS ND^ ND*^
VAL 0 O-I
MET 1 1
ILE 1 1-2
LEU 0 1
TYR 0 0
PHE 0 0
LYS 1-2 1
HIS 1 1
ARG 0 0
 ^ Residuos calculados suponiendo 1 residuo de histidina en dicho
péptido,
 ^ Residuos calculados de los péptidos 1 y II del mapa trlptico del
PRT.
 ^ ND no determinado.
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secto se realizô por solapamiento de dos fragmentes, secuenciados, 
une a partir del PRT y el segundo a partir del Se utiliza-
ron estes des péptides, ya que la proximidad del residue de metio 
nina al extreme N-terminal del PRT ofrecfa una gran posibilidad 
de selapar las secuencias parciales ebtenidas de ambes.
  Met
Val ^
r  -1------------------------------------- iC
Val
La secuencia de este fragmente N-terminal se muestra 
en la figura 32.
H-N-Lus “ 116 - A13-  A13 -  P r o - T hr.“H iS ” Pro-
' PUT
■  M û  T-i T
Pro - Lys -Thr-G In - M et -Va l  - Asp- A la-Gly.
J-Vl
H e - L y s  - Asx Leu - Lys - G lx
--------------------     T -7  T -  10 _ T - 8
Lys
Figura 32. Secuencia parcial del PRT de C - c . 4  cup^id^d
obtenida por solapamiento de las secuencias parciales 
de PRT y PG^Hg.
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A la vista de esta secuencia se pueden adjudicar las 
posiciones correspondientes a algunos de los péptidos tripticos ob 
tenldos, como se muestra en la figura 32, basândose principalmente 
en el nûmero de residues calculade para éstes. Ademâs, se confirman 
en gran parte las predicciones realizadas en el apartado anterior, 
sobre el centenide de residues de la regiôn N-terminal del PRT (ver 
tablas X y XI).
TABLA XI; Comparaciân de los resultados de secuencia y los anâlisis 
de aminoâcidos de los péptidos l y 11.
Aminoacido Péptido T-1 Péptido T-Il (T-1+T-ll) Secuencia 
Lys 1-Lys 19
ASX 1 1 1
THR - 1 1 2
SER 1 1 2 -
GLX 0-1 l 1-2 1
PRO 2 I 3 3
GLY 1 - 1 1
ALA 1 2 3 3
CYS - - - -
VAL - 0-1 0-1 1
MET — 1 1 1
ILE 1 1 2 2
LEU 1 - 1 -
TYR - - - -
PHE - - - -
LYS 1 1 2 3
HIS 1 - 1 1
ARG
La diferencia en el mûmero de lisinas se debe lôgicamen
te a la 
PRT de
èxlstencia de este 
insecte.
residue come aminoâcido N--terminal del
— 86“
Cuando esta secuencia de 27 aminoâcidos se compara con 
la de regiones anâlogas de otras histonas muy ricas en Usina, eu 
ya estructura primaria se conoce, (figura 33) , se observan algunas 
caracteristicas de particular interés. En primer término, el grado 
mayor de homologla con este dominio de H1 de insecte se encuentra 
con idénticas regiones de las histonas Hl de embriôn de erizo de 
mar (48% de residues censervades), y de esperma de erizo de mar 
(44% de censervatividad), después y en orden decreciente, con H5 
de eritrocito de pelle (33%), Hl de mamlferes (26%) y por ûltimo 
con Hl de testicule de trucha (18%),come se muestra en la figura 
34.
Esta mayor semejanza estructural entre las histonas de 
insecte y erizo debe traducirse en una mayor similitud funcional. 
Ademâs, como se pone de manifieste en la figura 34, estas secuen­
cias de les dominies centrales de Hl de erizo y Ctxat^ t-t-6 capitata 
se pueden alinear, encentrando un mayor nûmero de restes conserva- 
dos con H5 de eritrocito de pelle que con las histonas Hl de mam_l 
feros y testlculo de trucha. Este resultade podrla indicar una si- 
tuaciôn evolutiva intermedia, de estas histonas de invertebrados, 
entre las histonas Hl de metmlferos y la otra clase de histona muy 
rica en Usina, présente en eritrecitos de ave (H5) . En este mismo 
sentido se han descrito resultados de secuencia parcial de la sub- 
fracciôn Hl" bovina (Smith et al., 1980).
Per otra parte, se observa la existencia de residues 
muy altamente conservados, como son Pro 8, Lys 22, Arg 24 y Gly 26 
en todas las molécules de histonas Hl/5 comparadas (figura 33). 
Probablemente esta alta censervatividad venga condicionada por una 
importante misiôn estructural de estos residues. La regiôn globu­
lar de las histonas Hl/5 posee, sin duda, en todas ellas, una rela 
ciôn estructural profunda, que le capacita para una cierta protec- 
cién al ataque de la tripsina y una gran similitud en estructura 
terciaria. Séria muy tentador pensar que esta relaciôn estructural 
estâ gobernada por residues muy conservados en el proceso evoluti­
ve, como los que se han mencionado. Sin embargo los rasgos estruc- 
turales mâs minuciosos, propios de cada una de ellas, podrian ve­
nir regulados por residues tales como los que se conservan en las
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iroléculas de Hl de mamlferos (Gly-Pro-Pro^, Glu-Leè-Ilà^, entre Hl 
Æ timo de ternera y timo de conejo) o entre Hl de insecto y de er_i 
zj (His-Pro-Pro^, GlÀ-Meè-Val^), indicando asî una proximidad fun- 
cLonal mayor entre estas dos histonas {insecto y erizo) en su papel 
ei la cromatina.
3 2. MODIFICACION COVALENTS. NITRACION
La reacciôn de nitraciôn de residues de tirosina en molê 
cjlas de proteinas, aunque a menudo dificil de interpreter sin am- 
bugliedades debido a la posibilidad de reacciones secundarias, ofre 
cî importante informaciôn y ha sido utilizada en el estudio estructu 
ni y funcional de residues de tirosina en un gran nûmero de protei- 
ms ( ribonucleasa, Beaven y Gratzer, 1968; Hl de timo, Bustin, 1971; 
Bradbury et al., 1976; aldolasa. Christen y Riordan, 1968; etc,).
La presencia de dos residues de tirosina, con caracterîs 
tlcas dif erentes, en Hl de , ofrece la posibilidad de es-
tidiar las transiciones conforméeionales de las correspondientes mo 
liculas nitradas (Hl de timo e insecto), a la vez que puede informar 
dî la localizaciôn de los residues de tirosina, ya que la reactivi- 
did de estos residues frente al agente de nitraciôn es dependiente 
d» su accèsibilidad (Bustin, 1971; Beaven y Gratzer, 1968).
El grado y velocidad de nitraciôn de las histonas de ti- 
nu e insecto dependen de las condiciones en las que se lleve a cabo 
Il nitraciôn. Cuando las moléculas se encuentran en tampôn GuCl 6 M- 
Tris 0.3 M a pH 8.0, la nitraciôn transcurre a mayor velocidad," as^ 
mLsmo se obtiens un mayor porcentaje de tirosina nitrada que en el 
Ciso de que las histonas se encuentren plegadas en NaCl 1.0 M-Fosfa 
t» 50 mM a pH 8.0 (ver figura 35). Si bien en la histona de timo es 
tï aumento de nitraciôn, en condiciones desnaturalizantes, es ape- 
ms un 15%, resultado que estâ de acuerdo con los obtenidos por Bus 
t.n (1971), en la histona de insecto se observa una mayor diferencia 
eitre ambos medios.
Por otra parte, en el caso de Hl de C<LKCit.itX.ii las curvas
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van siempre por encima de las ofatenidas en las cinéticas de timo, 
resultado 16gico, teniendo en cuenta la existencia de dos residues 
de tirosina en HI de insecto, mientras que en HI de timo solo hay 
una tirosina.
HICc
0.1
PRTCc IE)
0 0
^  0.4 -
0.2
12020 40
minutes)
Figura 35. Cinéticas de nitraciôn de Hl de timo de ternera, Hl de 
CtfLatX-tÂ.& ca.p-Cta.ta y sus correspond! en tes PRTs.(D) y 
(E) indican los diferentes medios, desnaturalizante y 
estructurante respec t ivamen t e , utilizados para la rea_c 
don. El grado de nitraciôn se expresa como numéro de 
tirosinas nitradas en cada uno de los casos.
En los PRTs los resultados fueron muy similares, y no se 
han expresado las cuatro curvas correspondientes a ellos por no 
complicar la figura. Sin embargo, si posee importancia el hecho de 
que los PRTs se nitren a mayor velocidad que sus respectives molé 
culas paternas, en idénticas condiciones (este resultado se discu 
tiré mâs adelante, a la vista de expérimentes posteriores).
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La nitraciôn se detuvo a los 100 minutos ô 48 horas se- 
rtjn los casos, y se evaluaron los porcentajes de nitrotirosina en 
lada una de las muestras. Los resultados obtenidos se expresan en 
a tabla XII.
'ABLA XII: Nûmero de tirosinas nitradas en HI de timo de ternera, 
Hl de insecto y sus correspond! en tes PRTs, segûn el me^  
dio y las condiciones de la reaccion.
luestra Condiciones Tiempo N® de nitrotiros inas
Il timo de NaCl 1.0 M-Fos- (a) (b)
ernera fato 5) mM pH 8 
(E)
GuCl 6 M-Tris
100 m in 0.5 0 . 6
0,3 M pH 8 (D) 100 min 0.6 0.8
IRT timo de
ernera (E) 100 min 0. 8
(D) 100 min 0.9 ND^
Il Cz>ia.tttX.&
lapttata (E) 100 min 1 . 2 1 . 1
(E) 48 hr 1 . 7 1 . 7
(D) 100 min 1 . 5 ND*^
IRT CzH.CLttt<.Â
'.apttata. (E) 100 min 1 . 3 ND*^
(E) 48 hr I .9 ND^
a) Evaluados espectrofotometricamente.
b) Determinados por la desapariciôn del pico de tirosina en el
anal is is de aminoâcidos.
ND No determinado.
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La determinaclôn del porcentaje de nitraciôn por el anâ 
lisis de aminoâcidos de cada muestra se realizô suponiendo la exi£ 
tencia de dos residues de fenilalanina para la histona de insecto 
y su PRT, y de un solo resto de fenilalanina para la histona y PRT 
de timo de ternera.
3.3. ESTUDIO DE LA ESTRUCTURA SECUNDARIA EN LAS HISTONAS Hl DE 
CERATJTJS CAPITATA, TIMO DE TERNERA Y SUS RESPECTIVAS RE- 
GIONES GLOBULARES.
Résulta de gran interés, como se comentô en la introduc- 
ciôn, el estudio de la estructura secundaria en estas protefnas, y 
lo que es mâs importante, las posibles transiciones conforméeiona- 
les como consecuencia de cambios en el entorno (fuerza iônica, pH, 
utilizaciôn de disolventes no acuosos, influencia de detergentes, 
etc.). Bradbury et al. (1975a,1975b) y Smerdon e Isenberg (1976), 
han realizado algunos de estos estudios, seguidos por diferentes 
têcnicas (fundamentalmente dicroismo circular), con Hl de timo de 
ternera. En el présente trabajo se extiende este estudio a Hl de
capC-tata y las correspondientes regiones résistantes a 
la tripsina. Estos estudios se realizaron principalmente tambiôn 
por dicroismo circular, têcnica que nos dâ un valor estadlstico en 
% de las distintas contribuciones conformacionales (a-hélice, es­
tructura 6 y cadena estadfstica), pero que tiene la ventaja sobre 
otras (difracciôn de rayos X, espectroscopla en el infrarrojo, 
etc.) de que se puede utilizar con la muestra en disoluciôn y por 
tanto, los resultados obtenidos pueden extrapolarse mâs fâcilmente 
a situaciones "in vivo".
3.3.1. EFECTO DEL pH Y LA FUERZA IONICA.
Las histonas Hl de timo y C no muestran cambios 
apreciables en su espectro de dicroismo circular en la regiôn del 
UV lejano, es decir no exhiben cambios en su estructura secundaria.
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entre pH 2.8 y 6.5 (figura 36). Los espectros de dicroismo circular 
en el ÜV lejano observados para êunbas, en estas condiciones, son si^  
milares y tipicos de estructura en cadena estadlstica. Por el con­
trario, en el margen de pH entre 7.0 y 10.0, tiene lugar un proceso 
de transiciôn conformacional en ambas histonas, adquiriendo un mayor 
porcentaje de a-hélice, y resultando ser el punto medio de la tran- 
siciôn a pH 8.3 como se observa en la figura 36. Obviamente, la ti- 
tulaciôn de los residuos de lisina de la molécula puede dar cuenta 
de esta transiciôn conformacional cooperative. En este aspecto, es­
tos resultados estân de acuerdo con los obtenidos por Smerdon e 
Isenberg (1976), aunque no con los de Bradbury (1975a).
Ambas histonas, de timo y de insecto, llegan a su méximo 
grado de estructuracién a pH 10.0. Las contribuciones de a-hélice, 
estructura 6 y cadena estadîstica se muestran en la tabla XIII.
TABLA XIII: Estructura secundaria de las histonas Hl y sus corres­
pondientes PRTs.
His tona Condiciones de 
plegamiento
% de
pH KF (M) a -hélice* estructura 6 * C.E?
Hl timo de 10. 2 0.0 8 3 89
ternera 6.0 0.3 8 3 89
Hl C^ fiCLtX.tl& 10.2 0.0 8 I 91
capitata 6.0 0.3 9 4 87
PRT timo de 
ternera
10.2 0.0 22 0 78
PRT
capZtata
10.2 0.0 22 0 78
* Porcentajes obtenidos de los coeficientes en las ecuaciones teôr^
cas que mejor se ajustaron a las curvas expérimentales.
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Estos datos se obtuvieron, como se resena en la tabla, 
ajustando las curvas expérimentales por el mêtodo de Chen et al. 
(1972), pero modificado segûn Montero y Morân (comunicaciôn perso­
nal) . Se obtuvieron muy buenos ajustes,como se muestra en la figu­
ra 37,
0
-2
10
•14
230210100
Figura 37. Espectro de di­
croismo circular del PRT de 
timo a pH âcido. (O) Puntos 
expérimentales; (#) puntos 
teoricos, correspondientes 
al ajuste ôptirao.
longitud do onda |nm|
Por otro lado, los cambios conformacionales inducidos 
por la variaciôn de fuerza iônica no muestran el mismo comporta- 
miento, ya que al representar 222 ff^nte a la concentraciôn
de KF résulta una curva hiperbôlica (figura 38). Ambas histonas se 
encuentran totalmente estructuradas a una concentraciôn de aproxi- 
madamente 0.3 M en KF a pH 6.0, y las contribuciones de las dife­
rentes estructuras secundarias para este tipo de plegamiento se 
muestran en la tabla XIII.
El conjunto de estos hechos pone de manifiesto una gran 
similitud en las transiciones estructurales y el grado final de es- 
tructuraciôn en ambas histonas.
Los cambios conformacionales de los PRTs poseen algunas 
diferencias con respecto a los de las moléculas intactas. En pri­
mer lugar, el espectro de dicroismo circular de ambos péptidos re-
— 96“
sistentes de timo e insecto a pH 2.8 (figura 36) muestra que a es­
tos valores de pH âcido, existe ya algûn tipo de estructura ordena 
da en la molécula (aproximadamente 5% de a-hélice). En segundo lu­
gar, las transiciones estructurales tienen lugar entre pH 2.8 y 
12.0 y son menos cooperatives que en las moléculas intactas, como 
se observa en la figura 36. Este hecho puede ser explicado, ya que 
los PRTs poseen un menor porcentaje de residuos cargados positiva 
mente. Lôgicamente la presencia de las regiones N-terminal y C-ter 
minai en las moléculas intactas es la causa de la mayor cooperati- 
vidad, ya que la regiôn 35-120 de la molécula de timo contiens 17 
aminoâcidos bâsicos y 6 residuos âcidos, mientras que el contenido 
de la molécula Intacta es de 66 bâsicos y la de residuos âcidos mu 
cho menor. Esto supone que a pH neutre, el PRT tendria una carga 
neta de +11, mientras que la carga de la molécula intacta séria 
aproximadamente +57 a ese mismo pH. Asl se explicarla que los PRTs 
puedan comenzar a estructurarse a valores de pH bajos, mientras 
que la estructura de las moléculas Intactas necesita valores superio 
res para minimizar las repulsiones electrostâticas.Los resultados 
de estructura primaria, ya comentados, indican que en insecto la hi£ 
tona Hl tiene una distribuciôn muy similar de los residuos âcidos y 
bâsicos, por lo que los resultados se explican de igual manera. Sin 
embargo, una vez comenzada la estructuraciôn, se compléta râpidamen- 
te, de aqul la alta cooperatividad.
Los PRTs poseen un gran porcentaje de contribuciôn de a- 
hélice a la estructura secundaria global de la molécula ( 22% en ti 
mo e insecto, tabla XIII), como consecuencia del aumento del pH.Es­
te comportamiento de los PRTs de las histonas claramente apoya la 
idea de que contienen la regiôn globular de las moléculas intactas. 
Por otra parte, este resultado se esperaba, ya que la digestiôn tri£ 
tica se realizô en NaCl 1.0 M, y la protelna estâ ya estructurada 
en su mâximo grado en 0.3 M de KF. Sin embargo, existe una prueba 
mâs directs, todos los segmentos de a-hélice de las moléculas pa­
ternas se encuentran en los PRTs. Este dato se puede hallar sin mâs 
que realizar un simple câlculo, teniendo en cuenta los tamanos mo- 
leculares aproximados de las histonas y los PRTs correspondientes.
Las transiciones estructurales inducidas por el incremen
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to de fuerza iônica en los PRTs no son sigmoideas (figura 38), al 
igual que ocurrla en las moléculas intactas. Este resultado puede 
ser indicative de una falta de cooperatividad en los cambios con­
formacionales inducidos por sal. Mientras que el aumento de pH 
lleva consigo una estructuraciôn fundamentalmente debido a la ti- 
tulaciôn de los residuos bâsicos, la adiciôn de sal, ademâs de 
apantallar cargas, principalmente favorece las interacciones hi- 
drofôbicas en la molécula. Las diferentes influencias de estas 
dos condiciones (pH y fuerza iônica) pueden dar origen a las dife 
rencias observadas en las transiciones conformacionales inducidas 
para ambas (coopérativas y no coopérâtivas respectivêunente).
En cuanto a la existencia de estructura 6 en las molé­
culas de histonas, el mejor ajuste de las curvas expérimentales a 
las curvas teôricas se consiguiô cuando se introdujo un pequeno 
porcentaje de dicha estructura para las histonas plegadas por au­
mento de sal o del pH (tabla XIII). Sin embargo, el rango de error 
estimado para el câlculo de esta estructura es suficientemente a^ 
to como para no tomar este dato como realmente significativo.
3.3.2. EFECTO DEL SOS.
Los detergentes han sido agentes muy utilizados en el es 
tudio conformacional de un gran nûmero de proteinas, debido funda­
mentalmente a su papel como agentes desnaturalizantes,con caracte­
risticas muy peculiares y que pueden servir de ayuda en la inter- 
pretaciôn de resultados obtenidos con otro tipo de agentes.
En el caso de las histonas Hl el SOS ha sido empleado, 
por ejemplo, en el estudio de la nitraciôn de Hl de timo de ternera 
(Bustin, 1971). Por ello se pensô que la investigaciôn de las tran 
siciones conformacionales,asl como el grado mâximo de estructura­
ciôn conseguidos con el SDS, podrla revelar valiosos datos sobre 
el comportamiento estructural de las dos histonas.
La figura 39 muestra los espectros de dicroismo circular 
en la regiôn del UV lejano de las histonas Hl de timo de ternera e
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insecto en los estados inicial y final del tratamiento con el de- 
tergente en agua a pH âcido. Los cambios conformacionales que ex- 
perimentan ambas histonas como consecuencia de la adiciôn de SDS, 
revelan un ostensible aumento de a-hélice en perjuicio de la es­
tructura en cadena estadîstica, sin que apenas existan variaciones 
en el pequeno porcentaje de estructura B (figura 40).
10
10
40
20
0.0 2 00 0
Figura 40. Variaciôn en el 
porcentaje de loa diferentes 
tipos de estructura secunda­
ria, en Hl de timo, con el 
aumento en la concentraciôn 
de SDS. (O) a-helice; (A) 
estructura B ; (#) cadena e£
tadîstica.
[sosjx
Las contribuciones a la estructura secundaria, segûn las 
diferentes condiciones empleadas, se muestran en la tabla XIV.
La 2 22 de una forma hiperbôlica, al igual que
ocurrla al variar la fuerza iônica. El porcentaje de a-hélice, a 
concentraciones elevadas del agente 00.04%^p/v), llega a ser del 
30% en ambas histonas, muy superior al que se consegula mediante la 
adiciôn de sal.
En otro sentido, cuando el SDS se anadiô a disoluciones 
de histonas en NaCl 0.35 M,donde las proteinas se encuentran ya es­
tructuradas, los resultados revelaron algunas diferencias, respecto
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a las disoluciones acuosas, interesantes de discutir. Los espectros 
finales conseguidos por la adiciôn de SDS,en estas condiciones, son 
idénticos a los obtenidos al partir de moléculas en disoluciôn acuo 
sa a pH âcido (figura 39). Sin embargo, la transiciôn hacia esta es^  
tructura final idéntica es mueho mâs graduai, segûn se observa en 
las medidas de [oj 222 con el aumento en la concentraciôn de SDS en 
ambas condiciones (agua a pH âcido y NaCl Q.35M (figura 39). Es de­
cir, mientras que la meseta se consegula a 0.04 % (p/v) en SDS en 
el caso de la histona disuelta en agua, en cambio se necesitan con­
centraciones mâs elevadas del agente (aproximadamente 0.05%, p/v) 
para llegar a la estructura final cuando la histona se encontraba 
previamente plegada por sal.
TABLA XIV: Estructura secundaria de las histonas Hl de timo e inse£ 
to inducida por SDS.
His tona Condiciones
Histona Posterior
disuelta adiciôn de 
en SDS.
% de
a -hélice^ estructura 6 * C .E .^
Hl timo Agua a pH
cernera âcido. 0.05% (p/v)
NaCl 0.35 M 0.05%
Hl CeAa- Agua a pH
âcido, 0.05%
NaCl 0.35 M 0.05%
29
31
29
33
6 4 
62
68
58
Estos porcentajes se obtuvieron ajustando las curvas expérimenta­
les por el metodo de Chen et al., (1972), modificado por Morân y 
Montero (comunicacion personal).
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El SDS contrarresta las cargas positivas de los residuos 
bâsicos de la histona, por lo que la estructura final de estas pro 
telnas en presencia del detergents puede adquirir un elevado porcen 
ta je de a-hélice a costa de zonas distintas de la molécula,que cuan 
do la estructuraciôn se lleva a cabo por la fuerza iônica. De esta 
forma es fâcilmente explicable la diferencia observada en la estruc 
turaciôn, cuando la histona se encuentra disuelta en sal. En este ' 
caso el SDS debe contrarrestar el efecto de la fuerza iônica y de£ 
plazar la estructura originaria de las histonas en este medio hacia 
una estructura diferente, con una contribuciôn mayor de a-hélice, 
como ya se ha comentado.
Estos resultados reafirman una influencia idéntica del 
SDS sobre las histonas de timo y Ce.ftatZtX.A , al menos en estructura 
secundaria, y un similar comportamiento de êunbas moléculas en este 
medio (igual concentraciôn de SDS para alcanzar la estructura final).
Los tratamientos idénticos,llevados a cabo con los PRTs, 
muestran resultados en todo similares, consiguiéhdose un 23-25% de 
a-hélice a concentraciones de 0.04-0.05% en SDS.
3.3.3. EFECTO DE LA NITRACION
El estudio estructural por dicroismo circular en la re­
giôn del UV lejano de las histonas Hl de timo e insecto y sus co­
rrespondientes PRTs modificadas con tetranitrometano résulta de su 
ma importancia, teniendo en cuenta que las transiciones conforma­
cionales de esta molécula pueden relacionarse con un cambio de en­
torno de los residuos de tirosina (ver resultados de estructura 
terciaria), que tienen particular interés en la histona de insecto 
y que deben venir completados por los estudios en la variaciôn de 
la estructura secundaria de la molécula como consecuencia de la mo 
dificaciôn de sus residuos de tirosina. Con este propôsito se es- 
tudiaron las transiciones estructurales de las histonas de timo y 
Ce.xcLtÂ.tli t que previamente habian sido modificadas por nitraciôn 
con tetranitrometano, unas veces en condiciones estructurantes 
(NaCl 1.0 M-Fosfato 50 mM, pH 8.0), y otras en condiciones desnatu
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ralizantes (GuCl 6 M-Trls 0.3 M pH 8.0), tal y como se indicô en 
el apartado 3.2.
Los espectros de dicroismo circular en el UV lejano de 
ambas histonas modificadas en presencia y ausencia de sal (KF 0.4 
M) se muestran en la figura 41. La estructuraciôn mSxima que se 
consigue con las histonas modificadas se obtiene a concentraciones 
de 0.35 M en KF. Las contribuciones a la estructura secundaria de 
a-hélice, estructura p y cadena estadîstica se indican en la ta­
bla XV, que puede comparerse con la XIII (histonas sin nitrar).
TABLA XV: Estructura secundaria inducida por sal de las histonas y 
sus PRTs modificados.
Histona N® de tirosinas 
nitradas
Condiciones de 
plegamiento
% de
pH KF (M) a B C .E.
Hl timo de 0.7 3.0 0.0 0 0 100
ternera 0.7 6.0 0.4 8 0 92
Hl C9.fiatÂ.t.U 1.2 3 . 0 0. 0 1 0 99
capitata 1.2 6 . 0 0.4 9 0 91
1. 7 3.0 0.0 1 0 99
1. 7 6.0 0.4 7 0 93
PRT timo de 1.0 3 . 0 0.0 5 0 95
ternera 1.0 6.0 0.4 18 3 79
PRT Ccxatltti 1.3 3 . 0 0.0 6 0 94
capitata 1.3 6. 0 0.4 9 0 91
1.9 3 . 0 0.0 5 0 95
1 . 9 6.0 0.4 7 0 93
- Los porcentajes de a , 6 y cadena estadîstica se ajustaron por el
mismo método que en el 
SDS (tabla XIV).
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Como se observa en la tabla, la estructura secundaria 
que adquieren las histonas nitradas por la adiciôn de sal es 
prâcticamente idéntica a la que tienen las moléculas intactas por 
el mismo hecho, y ûnicamente se aprecia una pequena diferencia en 
el caso de Hl de insecto nitrada en condiciones mâs drSsticas (48 
h. de reacciôn) y en la que el câlculo revelô la presencia de 1.7 
residuos de nitrotirosina. En ésta, el porcentaje de a-hélice fi 
nal es del 7% frente a un 9% que contiene en KF 0.4 M la Hl nitra 
da en condiciones mâs suaves (100 m y 1.2 residuos de nitrotirosi 
na) -
En el caso de los PRTs, las diferencias observadas son 
mucho mayores. Mientras el PRT de timo llega a alcanzar un 18% de 
a-hélice en 0.4 M KF pH 6, en el caso del PRT de Cz’iatZtÂ.é capÂ,ta 
ta nitrado, en condiciones taies que se obtiene 1.3 nitrotirosinas 
exclusivamente,se llega a un 9% de a-hélice y cuando la nitraciôn 
del PRT de insecto se lleva a cabo en condiciones mâs enérgicas 
(1.9 nitrotirosinas), tan solo se alcanza un 7% de a-hélice. Sin 
embargo, todas las moléculas de PRT contienen entre 5-6% de a-hé­
lice en su estructura a pH âcidos.
La diferencia observada entre el PRT de CzA.at-Ct.i6 y la 
histona Hl de la que procédé no puede ser explicada solo por el 
pequeno aumento observado en el porcentaje de nitraciôn (1.3 y 
1.9 residuos de nitrotirosina en el PRT frente a 1.2 y 1.7 respec 
tivamente en Hl de insecto). No obstante, cabe otra posible hipô- 
tesis que serâ discutida posteriormente, teniendo en cuenta los 
resultados obtenidos para la estructura terciaria de las moléculas 
nitradas. Los espectros de dicroismo circular en el UV lejano de 
los PRTs se muestra asimismo en la figura 41.
3.3.4. INFLÜENCIA EN LA ESTRUCTURA SECUNDARIA DE LA PERDIDA DE UN 
FRAGMENTO N-TERMINAL DEL PRT DE CERATJTIS CAPITATA
El péptido de mayor tamano molecular, obtenido por hidrô 
lisis con CNBr del PRT de CzA.atiti6 capitata, contiene prâcticamen­
te el total de la molécula de PRT, faltândole solo un fragmento de 
13 residuos (ver apartado 3.1.10.). Su comportamiento en fluorés-
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çencia y en dicroismo circular en el UV prôximo muestran importan 
tes caracteristicas, que le diferencian claramente del PRT y Hl de 
insecto, por lo que el estudio de dicroismo circular en el UV le­
jano y la evaluaciôn de su estructura secundaria en diferentes con 
diciones salinas, se hacia imprescindible, en orden a poder inter- 
pretar mâs clareunente estos resultados obtenidos.
En el PGçj^g-PRT, al aumentar la fuerza iônica, se incre 
menta el contenido de oi-hëlice de la molécula, alcanzândose la mâ- 
xima estructuraciôn a una concentraciôn en KF 1.1 M (ver tabla XVI), 
correspondiendo a un 27% de estructura hélicoïdal. Obsérvese que, 
al tener en cuenta los tamanos moleculares del PRT y PG^ ,j^ g-PRT, el 
nûmero de residuos en a-hélice es idéntico para ambos fragmentos.
En efecto, suponiendo que el PRT tiene 100 residuos y el PG^^g-PRT 
87, el 22% y 27% de hélice respectivamente corresponde, en ambos ca 
SOS, a 22-23 residuos. Pero para conseguir este grado de estructura 
ciôn en el PG^ ,j^ g-PRT es preciso aumentar mucho la fuerza iônica, ya 
que a KF 0.4 M (condiciones en las cuales se obtenia la mâxima es­
tructuraciôn en PRT y Hl intacta) solo se alcanza el 16% de estruc 
tura en a-hélice.
La presencia de ese fragmento N-terminal de 13 residuos, 
que estâ ausente en el PG^ j^^ g-PRT, parece tener una inf luencia clara 
sobre la estructuraciôn. Su falta parece aunortiguar la tendencia de 
la molécula a estructurarse. En la figura 42 se muestran los espec­
tros de dicroismo circular en el UV lejano del PG^ j^^ g-PRT a cuatro 
fuerzas iônicas diferentes. Aunque no se muestra en dicha figura, 
la variaciôn de {oj 222 la concentraciôn salina es de naturaleza
hiperbôlica, lo cual hace suponer una transiciôn no coopérâtiva pa­
ra este péptido, al igual que ocurrla con el PRT y Hl intactes.
Por otra parte, el fragmento que se pierde en la hidrôli 
sis con CNBr contiene dos enlaces que implican residuos de lisina, 
que sin embargo son résistantes a la acciôn proteolltica (ver resu^ 
tados de secuencia). Esta localizaciôn, poco accesible, de estos enla 
ces podria sugerir la idea de una situaciôn interna, dentro de la 
regiôn globular, de este fragmento, con interacciones importantes 
con otras regiones de la molécula en el raantenimiento de una deter- 
minada estructura terciaria. De este modo se podrian explicar las
-107-
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longi  t ud
210 230
de onda (nm)
Figura 42. Espectros de dicroismo circular en la region del UV
lejano de soluciones de PG^^g-PRT en agua, pH 6.0 (a) 
KF 0.2 M, pH 6.0 (b); KF 0.4 M, ph 6.0 (c); KF 0.8 M, 
pH 6.0 (d); KF 1.1 M, pH 6,0 (e).
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diferencias ya citadas que tienen lugar en la estructuraciôn del
PGcNB-P*T'
TABLA XVI: Estructura secundaria del PG^ ,j^g-PRT 
centraciones salinas.
en diferentes con-
Péptido Condiciones de
plegamiento
% de
pH KF (M) a B C.E.
6.0 0.0 6 0 94
6.0 0.4 16 0 84
6.0 0.8 22 0 78
6.0 1.1 27 0 73
-Los porcentajes de los diferentes tipos de estructura secundaria
se determinaron por el metodo de 
por Montero y Morân (comunicacion
Chen et al., 
personal).
(1972 ) modif icado
3.4. ESTUDIO PE LA ESTRUCTURA TERCIARIA PE LAS HISTONAS Hi PE 
TIMO PE TERNERA Y CERATJTIS CAPITATA Y DE SUS RESPECTIVAS 
REGIONES GLOBULARES RESISTENTES A LA TRIPSINA.
Los estudios de estructura secundaria muestran grandes 
semejanzas entre las histonas Hl de timo e insecto, asi como en­
tre sus péptidos resistentes a la digestiôn trîptica (que contie 
nen las regiones globulares de ambas moléculas). Résulta, por 
tanto, de extraordinario interés ampliar esta informaciôn a ni­
velés superiores de su estructura.
-109-
Para ello ha sldo necesario realizar estudios en am- 
bas hlstonas, aplicando diferentes técnicas, fundamentalmente es 
pectroscopfa de absorciôn ultravioleta y de diferencia, fluores- 
cencia y dicrolsmo circular en la reg±6n del UV prdximo. Es impor 
tante comentar que los estudios sobre la estructura terciara de 
HI de timo reallzados por dicrolsmo circular es la primera vez que 
se llevan a cabo con esta protelna, pues los resultados que sobre 
su estructura tridimensional se poseen se ban realizado princi- 
palmente por resonancia magnética nuclear (Bradbury et al., 1975a 
y 1975b; Chapman et al., 1976 y 1978; Hartman et al., 1977).
Por otra parte, las transiciones conformacionales que 
tienen lugar en estas dos proteinas, Hl de insecto y de timo, tie 
nen una clara influencia en el entorno que rodea a los residues 
aromâticos de las moléculas. La existencia de un ûnico resto de 
tirosina en Hl de timo y de dos residues de tirosina en Hl de Ce- 
KdtÂ.tlh ! asi como la ausencia de triptôfano en ambas, ofrece gran 
des ventajas en el estudio e interpretaciôn de los resultados ob- 
tenidos por las técnicas ya comentadas. Aprovechando estes hechos, 
se han conseguido obtener dates valiosos acerca del comportamiento 
estructural de las proteinas Hl de timo y CzKCLtÂ.tX.i y sus respect^ 
vas regiones globulares, que pueden extrapolarse a su funcionalidad 
en la cromatina.
3.4.1. INFLUENCIA DEL pH Y LA FUERZA IONICA.
Las transiciones conformacionales raâs importantes, por 
su significacién fisiolôgica, que son capaces de sufrir estas pro­
teinas son, sin duda, las que tienen lugar con el aumento de la 
fuerza iônica del medio. Como ya se ha descrito en el apartado an­
terior, la estructura secundaria que adquieren ambas histonas como 
consecuencia de un aumento en la concentracién de KF es muy simi­
lar, resultado que también se obtuvo cuando se comparaban los PRTs 
de ambas. Por ello se realizô un profundo estudio, comparative, 
entre las dos histonas, utilizando las técnicas espectroscépicas 
anteriormente citadas, que nos dan informacién fundamentalmente so 
bre la estructura tridimensional de las moléculas en solucién.
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3. 4, 1.1. ESTUDIOS DE ABSORCION ULTRAVIOLETA
Los coeficientes de extinciôn expérimentales a 275 nm,
obtenidos para Hl de timo y su PRT en agua, son de 1360 y 1340
cm  ^M respectivamente. La diferencia entre estos dos valores
no es en absolute significative y estâ completamente de acuerdo
-1 -1con el valor teôrico de 1345 cm M , calculado para esta histo-
na (Smerdon e Isenberg, 1976). El valor experimental para la his-
-1 -1tona de y su PRT resultô ser de 2750 cm M . Estos re
sultados estân de acuerdo con la presencia de dos residues de ti­
rosina en la molécule de Hl de insecto, encontrândose ambos en el 
PRT (tablas III y II, respectivamente). Se puede asimismo descar- 
tar la presencia de triptôfano en la his tona Hl de Ce.Aa.t<.tÂ.é sin 
mâs que examiner la curva derivada de su espectro de absorcién, 
la cual no présenta pico ni hombro alguno a 290 nm (figura 43).
0.4 -
dA 
d X
0.2
0.0
0.2
320200
Figura 43. Curva derj^  
vada del espectro de 
absorciôn de Hl de Cg^  
Adtlt-ih .
l eng i t ud  da onda (nm>
Ademés, la curva obtenida por diferencia entre el espectro de Hl 
de insecto y de Hl de timo, que se muestra en la figura 44, corres 
ponde al espectro de una tirosina, aunque ligeramente desplazado 
hacia el rojo, como se observa en la figura 45.
Como ya se ha comentado, ambas histonas estân totalmen
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te estructuradas en KF 0.3 M a pH 6.0. Chapman et al. (1978) han , 
demostrado por resonancia magnética nuclear que el ûnico residuo 
de tirosina de Hi de timo estâ orientado hacia el interior de la 
regiôn globular, cuando la protelna estâ estructurada por sal, y 
Smerdon e Isenberg, (1976) demostraron que la anisotropla e in- 
tensidad de fluorescencia de dicho residuo de tirosina cambian 
durante la estructuraciôn producIda por sal.
Es,por tanto, bastante razonable pensar que la estruc 
turaciôn por aumento de la fuerza idnica tenga una cierta influen 
cia sobre el espectro de absorciôn. Con motivo de comprobar esta 
posibilidad se realizaron los espectros de diferencia de las hi£ 
tonas, por un lado, y los PRTs por otro, estructurados por sal y 
en agua a pH âcido, tal y como se ha descrito en el apartado 2.8.1 
La figura 46 muestra el espectro de diferencia de los PRTs. Las 
curvas obtenidas para las moléculas intactas son prâcticamente 
idénticas.
109
199
399299279
Figura 46. Espectros de 
diferencia entre los pe2 
tidos resistentes a la 
tripsina, estructurados 
(0.35 H en KF, pH 6.0) y 
no estructurados (agua,
pH 2.8), de timo (---) y
( ) -
l o n g i t u d  d# onda (nmt
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Como era de esperar, el espectro de diferencia del PRT de timo, y 
de la misma forma en la Hi correspondiente, corresponde a la tran 
siciôn de un residuo de tirosina de una medio polar a un entorno 
mâs apolar. El incremento en el coeficiente de extinciôn a 285 nm 
(^^ 85) i^GSultd ser 700 cm  ^M dato que coincide con el estima 
do para el cambio de absorciôn molar producido por la transferen- 
cia de un cromôforo de tipo fenol de un medio acuoso hacia el in 
terior de la proteina (Donovan, 1969).
Aunque hasta ahora no se habia descrito ningûn espectro 
de diferencia en este sentido, Smerdon e Isenberg (1976) demostra 
ron que existia una transiciôn hacia el rojo en el espectro de ab 
sorciôn para las cuatro subfracciones mayoritarias de Hl de timo, 
como consecuencia de la adiciôn de sal al medio.
Sin embargo, el hecho mâs interesante es que los espec 
tros de diferencia del PRT y de Hl de insecto son muy similares 
cuantitativamente a los de sus homôlogos en timo. Tan sôlo se apre 
clan dos diferencias cualitativas importantes de comentar; el mâ 
ximo centrado en los 278 nm del espectro de diferencia de timo 
es menor y aparece como un hombro y no como un pico en el caso 
del PRT y Hl de insecto; en segundo lugar mientras el otro mâximo 
del espectro de diferencia se encuentra en PRT y Hl de timo en los 
285.5 nm, en el caso de estâ algo desplazado hacia el ro
jo (286 nm) . Teniendo en cuenta que la histona de Zzh.aitÂ.tJiA y su 
PRT contienen dos residuos de tirosina, estos espectros pueden ser 
explicados mediante dos hipôtesis: a) uno de los residuos de tiro­
sina sufre un cambio de entorno como consecuencia de la estructura 
ciôn por sal, mientras que el segundo residuo no sufre cambio apre 
ciable; b) los dos residuos de tirosina pasan a un entorno algo 
mâs apolar durante la estructuraciôn y este resultado de los dos 
residuos es muy similar al de la ûnica tirosina de Hl de timo. Es­
te punto serâ discutido con posterioridad, a la vista de los resul 
tados de dicroismo circular y fluorescencia.
Por otra parte, cuando se estudiô la variaciôn del A ^ 20  ^
con la fuerza iônica, se observaron diferencias importantes entre 
el PRT de timo y PRT y Hl de insecto. Segûn se muestra en la figu 
ra 47, el aumento de A Aggg en el PRT de timo es hiperbôlico, resu^
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tado que se correlaciona con los obtenidos por dicrolsmo circular
en el UV lejano, ya comentados en el apartado anterior, y que su-
giere, aunque no es una afirmaciôn contundente, una falta de coo-
peratividad en la estructuraciôn de la molécula inducida por sal.
La representaciôn de dobles inversos se ajusta a una recta, como
se observa en la figura 47, demostrando que el Ae _ para el PRT
—  1 —1de timo es aproximadcimente 700 cm M . En el caso del PRT de Ce- 
ca.pÂ.tata , los puntos de la representaciôn no se ajustan 
a una curva hiperbôlica y se observa la presencia de un salto o 
discontinuidad en la curva, entre 0.07 y 0.1 M en KF. La represen 
taciôn de 1 / A t r e n t e  a 1/(KF) no se ajusta a una sola recta, 
como ocurrla en timo, sino que es necesario suponer la presencia 
de dos rectas distintas, como se observa en la figura 47, La pen 
diente y el punto de corte con el eje de ordenadas de una de 
ellas son prâcticamente idénticos a los obtenidos en la recta de 
timo, mientras que la segunda recta difiere bastante en estos re 
sultados.
Este hecho podria significar una estructuraciôn dife 
rente e independiente de los dos residuos de tirosina existentes 
en la histona Hl y el PRT de insecto; un primer residuo comienza 
a estructurarse al principio de la adiciôn de sal, mientras que 
el segundo residuo de tirosina no empieza a tener influencia en 
el espectro de diferencia hasta una concentraciôn aproximada de 
0.09 M en KF. Sin embargo, ambas contribuciones resultan en suma 
muy similares cuantitativamente a la obtenida con el ûnico resi­
duo de tirosina de Hl y PRT de timo.
3.4.1,2. ESTUDIOS DE DICROISMO CIRCULAR EN LA REGION DEL UV PRO 
XIMO
Es de esperar, a la vista de los resultados de espec 
troscopia de diferencia, que el dicroismo circular en la regiôn del
— 116—
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2 6 0  2 8 0  3 0 0
l o n g i t u d  do onda (nm )
Figura 48. Influencia de la fuerza iânica en el espectro de di­
croismo circular de HI de timo (--- ) y HI de
(--) en la region del UV proximo. Los espectros se
registraron con las histonas HI disueltas en (a) agua, 
pH 2.8; (b) KF 0.04 M, pH 6.0; (c) KF 0.06 M, pH 6.0;
(d) KF 0.08 M, pH 6.0; (e) KF 0.15 M, pH 6.0; (f) KF
0.25 M, pH 6.0.
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UV prôximo, nos dé informacién sobre la estructura terciaria de am 
bas histonas, ya que los cambios observados en el entorno de las 
tirosinas puede tener reflejo en el dicroismo circular de estas 
dos proteinas en la regiôn de los aromâticos.
En efecto, las figuras 48 y 49 muestran los espectros 
de dicroismo circular en el UV préximo de las histonas Hl de timo 
y a diferentes valores de fuerza iônica. Aunque en la fi­
gura 48 no se muestran los espectros correspondientes a los PRTs, 
estos son muy similares a los de las moléculas intactas. La fuerza 
rotacional de los residuos de tirosina es mueho menor en las molé­
culas no estructuradas (figura 48a), como es de esperar para cromô 
foros aislados orientados estadisticamente, sin actividad ôptica 
intrinseca. La estructuraciôn de las proteinas en KF 0.3 M, pH 6.0, 
induce la apariciôn de fuerza rotacional, sin embargo, las curvas 
de dicroismo circular de Hl de timo y su PRT difieren de las de sus 
honôlogos de no solo cuantitativa sino tambien cualitati-
vanente ( figura 49).
-in
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Figura 49. Espectros de dicroi^ 
mo circular en el UV proximo de
Hl de ZzKdtltlh cap-itata. (---- );
HI de timo de ternera (--- ) ; PRT
de Ce.datltÂ.i c.apX.tata (--- ); prt
de timo de ternera (... ) en KF
0.3 M, pH 6.0.
longitud do o n d a  <nm>
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ES particularmente interesante observer que, mientras 
el ûnico residuo de tirosina de HI de timo, cuando la molécula se 
encuentra en KF 0.3 M, pH 6.0, da una banda de dicroismo negative, 
que es vivo reflejo del espectro de absorciôn correspondiente, don 
de las bandas vibracionales de la estructura fine del espectro se 
traducen en las inflexiones correspondientes en el espectro de di­
croismo circular, el espectro de HI de estructurada exhi
be un pequeno mâximo a 287 nm y un mlnimo a 266 nm (figura 49). Es 
te hecho, aunque serâ motivo de una discusiôn mâs estricta, a la 
vista de los resultados posteriores de titulaciôn de tirosinas, su 
giere ya en principio que las dos tirosinas de la histona de insec 
to tienen contribuciones opuestas al espectro de dicroismo circular 
en la regiôn del UV prôximo, cosa que puede ocurrir por varias ra- 
zones,como se discutirâ posteriorraente.
Por otro lado, en la figura 48 se observa que el es­
pectro de dicroismo circular de ambas histonas en KF 0.08 M es prâc 
ticcunente el mismo. Es decir, hasta 0.08 M en KF la estructuraciôn 
de Hl de timo y Hl de insecto parece seguir el mismo caunino, mien 
tras que a partir de este valor de fuerza iônica los espectros em 
piezan a diferir cualitativa y cuantitativamente. Estos datos es­
tân de acuerdo con los resultados obtenidos por espectroscopla de 
diferencia (apartado 3.4.1.1.). Suponiendo que uno de los dos res^ 
duos de tirosina de Ce.xatÂ.t^ à esté localizado en un entorno similar 
al de la tirosina de timo, sufrirla una estructuraciôn parecida por 
la adiciôn de sal. Esto indicarla que la transiciôn del segundo 
residuo de tirosina ni es ôpticamente activa, ni tiene influencia 
en la actividad de la primera tirosina en KF 0.08 M. Este valor de 
fuerza iônica concuerda bastante bien con la discontinuidad observa 
da entre 0.06 M y 0.1 M en la curva de AAggg frente a (KF) en los
espectros de diferencia de Hl y PRT de insecto y que sirve de evi-
dencia adicional a este resultado. La influencia del segundo resi­
duo de tirosina aparece en el espectro de dicroismo circular cuan­
do la concentraciôn de sal es superior a este valor (curva e, figura
48). Este resultado, ademâs, estâ en apoyo de la no cooperatividad 
de las transiciones inducidas por la fuerza iônica como ya se apun- 
taba anteriormente, pues, aunque una curva hiperbôlica no significa
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la ausencia de procesos todo-nada, sin embargo, el que existan en- 
tornos moleculares que se estructuren antes (el de la primera tiro 
sina) y entornos que se reorganicen mâs tarde (el de la segunda ti 
rosina), si parece indicar la ausencia de estos procesos en la es­
tructuraciôn por sal de las histonas y sus correspondientes PRTs.
La representaciôn grâfica de la 277 frente a la 
concentraciôn salina en Hl de timo da una curva hiperbôlica, como 
se observa en la figura 50, resultado que vuelve a estar de acuer­
do con la ausencia de procesos cooperativos en la estructuraciôn 
inducida por sal. La presencia de dos residuos de tirosina en Hl 
de insecto causa dificultades en el anâlisis de los datos de la va 
riaciôn de 257 Y M  287 la fuerza iônica, ya que a valores
de concentraciôn salina superiores a 0.08 M en KF comienza a pre- 
sentar su influencia en el espectro el segundo resto de tirosina y 
puesto que su contribuciôn parece ser opuesta al de la primera ti­
rosina, la suma de estas dos contribuciones puede ser la causa de 
las anomallas que se observan en la curva (figura 50).
1.05
—  o.i
8.2
8.1 0.2 0.4
[KF]
Figura 50. Representa- 
cion grâfica de la va- 
riacion de
la (KF) de histona Hl 
de timo (•) y de la va 
riacion de [oj 257 (*) 
y 2 87 con la (KF)
de HI de C^Xat-Ctli •
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3.4.1.3. TITULACION DE LOS RESIDUOS DE TIROSINA
Los anteriores resultados sobre el plegamiento de las 
histonas inducido por el pH, detectado por medidas de dicroismo cir 
cular en el UV lejano y discutidas en el apartado 3.3.1., sugieren 
que se podrân obtener efectos similares si se estudia la dependen- 
cia de la transiciôn ^L^ de la tirosina con la variaciôn del pH.
En la figura 51 se muestran algunos de los resultados 
obtenidos en este sentido. La representaciôn grâfica de la [^oj 277 
de Hl de timo con el pH muestra una pequena, pero importante, varia 
ciôn entre pH 2.8 y 8.0. Smerdon e Isenberg (1976) observaron un in 
cremento similar en la intensidad y anisotropla de fluorescencia pa 
ra la Hl de timo en ese margen de pH; la titulaciôn de las cadenas 
latérales de aminoâcidos âcidos podrla ser la responsable de estos 
efectos. Entre pH 8.0 y 10.0 ocurre un cambio cooperativo, que estâ 
de acuerdo con los resultados encontrados por Smerdon e Isenberg 
(1976), y que pudiera ser debido al progresivo decreeimiento de la 
movilidad de la tirosina con la estructuraciôn de la protelna. Las 
medidas similares realizadas con el PRT de Hl de timo de ternera, 
recogidas en la figura 51, demuestran que la transiciôn es menos 
cooperative que en la molécula Intacta. Esta conclusiôn estâ de 
acuerdo con los resultados que se mostraron en la figura 36, discu 
tida en el apartado 3.3.1. y puede ser explicada de la misma forma.
Las seriales de dicroismo circular a 277 nm toman un 
mlnimo a pH 10.0; esto evidentemente se debe a la titulaciôn de 
los grupos fenôlicos de las tirosinas, puesto que las histonas y 
sus PRTs estân todavla plegados a pH 12.0 (figura 36). Esto tie 
ne la ventaja de que permite calculer los valores de pK^ de los re 
siduos de tirosina también por este procedimiento, como se muestra 
en la tabla XVII. Estos valores también se determinaron, y de for­
ma mâs précisa, por la variaciôn don el pH de la [6]250 Cfi<?vra 51), 
longitud de onda donde la banda ^L^ de la tirosina se desplaza co­
mo consecuencia de la ionizaciôn de su grupo fenôlico (Pflumn y Be^ 
chok, 1969). Asimismo, se realizaron otros câlculos adicionales, 
por medida del ^^2^^ Y ^^293 los espectros de diferencia obteni 
dos con la variaciôn del pH. La tabla XVII muestra la corresponden
16 •••
8
0
m
NI
Figura 51
p H
Variaciôn de las elipticidades molares (grades x cra^  x 
(dmol de proteîna) ^) de las histonas Hl y sus PRTs a 
dos longitudes de onda (250 y 277 nm) en funciôn del pH. 
(O) [^  ^250 de timo en agua; (■) [®J250 de
insecto en agua; (□) ^^^ de PRT de insecto en presen
cia de KF 0.3 M ; (#) ([0^  277 de timo en agua; (V)
1^ 0^ 27 7 de PRT de timo en agua. Notese que las escalas 
de [^ 0^  2 50  ^ 1^9] 2 7 7 diferentes.
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cia de los valores de pK^ determinados por estas diferentes técni^ 
cas, eunbos en presencia y ausencia de KF 0.3 M.
TABLA XVII: Valores de pK^ de los grupos fenôlicos de los residuos 
de tirosina de Hl de timo de ternera y capi­
tata.
His tona Mê todo
Tirosina T Tirosina C
Sin sal KF 0.3M Sin sal KF 0.3M
Hl timo de f°i “ ° 11.20 11.25ternera H  277 11.15 11.15
**243 11.15 11.30
**293 11 . 30 11 . 30
PRT timo de H  250 11.20 11.30
ternera H  2 7 7 11.15 11.15
**243 11 . 30 11.30
**293 11.25 11.35
Hl Ccfiatitli H  2 50 11.40 11.30 9.40 ND®
capitata M 277 11. 20 11.20 ND® ND®
**243 11 . 30 11.20 9. 20 9 .70
**293 11. 30 11 . 20 9.30 9 . 80
PRT Ccuatltiè H 2 5 0 11.25 11.40 9.20 9 . 90
capitata H 277 11.20 11.25 ND® ND®
**243 11. 30 11.40 9.20 9 . 80
**293 11. 20 11 . 30 9.30 9.80
 ^ND No determinado
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Como se observa en esta tabla, el pK^ del grupo fenô­
lico de la ûnica tirosina de Hl de timo es anormalmente alto, re­
sultado totalmente lôgico, si se tiene en cuenta que el residuo 
de tirosina estâ orientado hacia el interior de la regiôn globu­
lar en la protelna estructurada y a pH 10.0 ya estâ totalmente es 
tructurada (figura 36). Este resultado estâ de acuerdo con los 
obtenidos por resonancia magnética nuclear por Chapman et al.
(1978) . El incremento de fuerza iônica no tiene influencia apre- 
ciable en el valor del pK^ de este residuo de tirosina. También 
este hecho es fâcilmente explicable ya que la tirosina de Hl de 
timo estâ hacia el interior, rodeada de restos hidrofôbicos, ade­
mâs al pH al que se empieza a titular, ya estâ casi totalmente es 
tructurada la histona, como ya se ha comentado, de aqul que su va 
lor de pK^ no venga influenciado por el aumento de fuerza iônica.
La titulaciôn, por dicroismo circular a 250 nm, de los 
residuos de tirosina de la histona Hl de CcaatltlA capitata y su 
PRT, da lugar a una curva bifâsica, demostrando que cada tirosina 
se titula independientemente (ver figura 51). Là elipticidad a 
250 nm en el punto final de la curva de titulaciôn (pH 12.5) es 
menor que en el caso del PRT de timo. Esto no es en absolute sor~ 
prendente, ya que a esta longitud de onda comienza a tener gran im 
portancia la participaciôn del enlace peptidico, y las pequenas d^ 
ferencias existentes en estructura secundaria entre las moléculas 
de timo de ternera y CjLaatltli capitata pueden afectar raucho a 
las transiciones de los residuos ionizados de tirosina, con lo
cual pueden darse resultados de este tipo.
La posibilidad de que el signo de la fuerza rotacio­
nal sea opuesto para los dos residuos de tirosina ionizados de Hl de 
insecto puede ser excluida, primero por la presencia de dos etapas 
claramente visibles en la titulaciôn, en la figura 51, y en segundo 
lugar, otro resultado que descarta esta hipôtesis es el continuo 
incremento que se observa en la elipticidad segûn se van aumentan- 
do los valores del pH del medio, hecho que se ponia de manifiesto 
en los espectros de diferencia recogidos con la variaciôn del pH, 
de la histona Hl y PRT de insecto.
— 124 —
Uno de los residuos de tirosina,que se ha denomlnado 
tirosina T, por similitud con timo, en la tabla XVII, tiene un 
comportamiento similar a la tirosina de Hi de timo. El segundo re
siduo de tirosina de HI de insecto, que se ha llamado tirosina C,
es, sin embargo, marcadamente diferente. Este segundo residuo de 
tirosina se titula con un bajo pK^, tlpico de una tirosina situa 
da en un entorno cargado positivamente. Ademâs de esto, el valor 
del pK^ de la segunda tirosina depende bastante de la fuerza iô­
nica (ver tabla XVII).
Si considérâmes todos estos resultados, podemos tener 
ya una evidencia de que la tirosina T de la histona de Insecto es
tâ hacia el interior de la regiôn globular y que al parecer la t^
rosina C estâ en la superficie del PRT de la histona de insecto, 
puesto que su pK^ se altera de forma significativa por la fuerza 
iônica. Si estas suposiciones son correctas, el residuo de tiros^ 
na que se encuentra en un entorno similar a la tirosina 72 de la 
histona de timo, se titularâ con un pK^ parecido, y no se verâ 
afectado por un aumento de la fuerza iônica, como ocurre en rea- 
lidad, mientras que el segundo residuo se titula con un pK^ de 9.2.
fST»
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Figura 52. Espectros de 
dicroismo circular (UV 
proximo) de solûciones 
de las histonas Hl en pre^
sencia de KF 0.3 M. (--)
HI de timo, pH 6.0; (•■••■•)
Hl de timo, pH 10.2; (--)
Hl de Ce.\atZtX.6 , pH 6.0 
(— 4 Hl de CzKatltU , pH 
10 . 2 .
l o n g i t u d  do o n d a  |nm|
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El resultado experimental que se muestra en la figura 
52 demuestra que esta suposiciôn es acertada. En Hl de timo hay 
un pequeno cambio en la elipticidad a 277 nm en el paso de pH 6.0 
a 10.2 en presencia de KF 0.3 M, que es debido a la parcial ioni­
zaciôn del grupo fenôlico. Es importante destacar que,en el presen 
te experimento, se mantuvo la concentraciôn salina a 0.3 M en KF 
para que la proteîna estuviese estructurada mientras se variaba el 
pB, de forma que ho tengan lugar cambios estructurales al aumentar 
el pH que oculten los caunbios debidos a la ionizaciôn de los gru- 
pcs fenôlicos de las tirosinas. La ionizaciôn del residuo de tiro­
sina de Hl de timo a pH 10.2 ûnicaraente era de un 10%, dato que se 
calculé usando la ecuaciôn de Henderson-Hassebalch, teniendo en 
cuenta que el pK^ de este residuo es 11.25 (tabla XVII).
La transiciôn ^L^ del cromÔforo tirosinato no posee ac 
tividad ôptica, como se observa por la ausencia de bandas alrede- 
dcr de los 290 nm en el espectro de dicroismo circular de la histo 
na de timo, incluso a valores de pH 12.5 (figura 53). Por el con­
trario, la transiciôn ^L^ es ôpticamente activa, como se demuestra 
per el incremento de elipticidad a 250 run (figura 53). Este incre­
mento se utilizô para obtener las curvas de titulaciôn, como se ob 
serva en la figura 51.
Como se muestra en la figura 52, existen hechos intere 
santés en el comportamiento de la histona Hl de insecto, que permi 
ten distinguirla de su homôloga de timo. Se puede observer que a
pF 10.2, el residuo de tirosina C estâ casi totalmente ionizado
(pK^  de 9.9 en KF 0.3 M, tabla XVII), su grado de ionizaciôn es 
aproximadamente un 85%. Ademâs, la tirosina T , que tiene un pK^ 
idéntico a la de timo, estâ ionizada a este pH ûnicamente en un 10%. 
Ccmo se muestra en la figura 52, a medida que la tirosina C se io- 
niza, el pequeno mâximo de los 287 nm se desplaza hacia 293 nm, in- 
dicando que su forma tirosinato posee actividad ôptica; este hecho 
se observa mejor en la figura 54. El perfil del espectro de dicrois 
me circular de la histona Hl de insecto a pH 10.2 hacia los 27 5 nm
es cualitativamente semejante a la curva de Hl de timo de ternera;
este hecho, lôgicamente, es debido a que la casi total ionizaciôn 
del residuo de tirosina C a este pH hace que apenas si se note la
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l o n g i t u d  de onda (nm)
Figura 53. Espectros de dicrolsmo circular (UV proximo) de la 
histona HI de timo de ternera en agua a diferentes 
valores de pH. (a) pH 6.0; (b) pH 8.7; (c) pH 9.7;
(d) pH 10.8; (e) pH 11.4; (f) pH 12.2. Solameute
se representan 6 valores de pH para no complicar 
la figura.
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l o n g i t u d
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Figura 54 Espectros de dicroismo circular (UV proximo) de la 
histona Hl de CzH.a.tÂ.-tX.A cap^td-ta en agua a diferen 
tes valores de pH, (a) pH 4.0; (b) pH 7.2; (c) pH
9.4; (d) pH 11.1; (e) pH 12.7. Al igual que en la
figura anterior solo se representan algunos de los 
valores de pH utilizados.
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influencia del 15% de tirosina C sin ionizar, frente al 90% de ti 
rosina T no ionizada, y de ahî que el mlnimo se desplace desde 
266 a 275 nm, mostrando flntonces una identidad cualitativa con 
el espectro de timo. Existe, sin embargo, una discrepancia en mag- 
nitud que résulta seguraménte del solapamiento parcial de las dos 
transiciones y del residuo de tirosina C en la forma de
tirosinato, pero evidentemente estos resultados parecen indicar 
que el entorno de la tirosina T de Hl de insecto es muy similar 
al de la tirosina 72 de Hl de timo.
Con los PRTs se obtienen resultados del todo idénti­
cos; el pK^ de cada uno de ellos es coïncidente con el obtenido 
en las moléculas paternas y los espectros de dicroismo circular 
en esas condiciones (KF 0.3 M, pH 6.0 y pH 10.2) coinciden cuali­
tativa y cuantitativamente con los de las Hl intactas de las que 
proceden. Esta identidad, junto con los resultados anteriores, 
viene a demostrar una similar estructuraciôn por sal y pH de la 
regiôn globular de la molécula aislada en soluciôn y de ésta inte 
grada en la estructura total de la histona.
Los resultados obtenidos hasta aqui apoyan la idea de 
que uno de los residuos de tirosina de Hl de insecto (tirosina T) 
esté orientado hacia el interior de la regiôn globular hidrofôbi- 
ca de la molécula cuando ésta se encuentra estructurada por sal,
en un entorno similar al de la tirosina 72 de Hl de timo. La rela
tiva similitud de los espectros de diferencia (figura 46), la 
correspondencia en los valores de pK^ y su pequena o casi nula va 
riaciôn con la fuerza iônica (tabla XVII) son los hechos mâs ev_i 
dentes en favor de esta hipôtesis. Ademés, los resultados que se 
muestran eh la figura 48 indican que la estructuraciôn inicial 
de la histona de insecto, por la adiciôn de sal hasta KF 0.08 M, 
provocan el movimiento de la tirosina T hacia un entorno mâs ani- 
sôtropo, hecho que también viene reflejado en la figura 47, y que
puede tomarse como una prueba indirecta de su localizaciôn. Debi­
do a la cooperatividad este efecto es despreciable en los exper^ 
mentos de pH. Por otra parte, el péptido trîptico que contiene 
la tirosina 72 de timo es muy parecido en su composiciôn y tama- 
no a uno de los péptidos trlpticos que contiene uno de los resi-
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duo de tirosina en HI de insecto (ver apartado 3.1.9., tabla IX). 
Este hecho, unido a que este residuo de tirosina estâ muy conser- 
vado en todas las histonas Hl secuenciadas hasta el momento, son 
asimismo pruebas a favor de esta semejanza estructural de la ti­
rosina T de insecto y la tirosina 72 de timo. El residuo de tiro 
sina C de Hl de insecto parece encontrarse mâs en la superficie 
del PRT que en su interior, debido a su bajo pK^ y su dependencia 
con la fuerza iônica ( tabla XVII, figura 51). Este residuo se 
mueve hacia un entorno anisôtropo en un ûltimo estado de la es­
tructuraciôn de la molécula. La actividad ôptica del segundo cro 
môforo tirosina afecta, por tanto, después de que lo haga la tiro 
sina T (figuras 46 y 48). Si se resta el espectro de dicroismo 
circular de la histona Hl de timo estructurada por sal del espec­
tro de Hl de Czna.tÂ.tX.& en iguales condiciones (figura 55) , resul- 
tarâ el espectro de la tirosina C, probândose asî que la primera 
es similar a la de timo. Cuando esto se realizô, resultô una cur­
va positiva, cuyo mâximo estâ alrededor de los 284 nm (figura 56). 
Esta curva corresponde al espectro de una tirosina cuyo mâximo se 
ha desplazado hacia el rojo, una conclusiôn, en principio, un tan 
to absurda para la transiciôn de una tirosina situada en la super 
ficie de la protelna, pero que sin embargo concuerda con el espec 
tro de absorciôn, ligeramente desplazado hacia el rojo, que se ob 
ténia para la tirosina C, cuando se restaba del espectro de absor 
ciôn de Hl de C2.xatÂ.tX.6 c.a.pÂ.tata el de Hl de timo (figura 45).
A la vista de estos datos, otra posible hipôtesis es 
que los efectos Cotton de ambas tirosinas no sean independientes. 
El acoplamiento de transiciones entre residuos aromâticos puede 
dar origen a combinaciones de bandas de dicroismo positivas y nega 
tivas (Sears y Beychock, 1973).
3. 4.1.4. ESTUDIOS DE ESPECTROFLUORIMETRIA
La interpretaciôn de los resultados, mediante un aco- 
plauniento de los dos residuos de tirosina de la histona Hl de in­
secto, debe tener un claro reflejo en los espectros de emisiôn 
fluorescente de la histona de insecto, por lo que el estudio com-
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parativo de la molécula de insecto y timo se hace précise y necesa 
rio en la posible elucidaciôn estructural de los residuos de tiro­
sina de la moleéula. Ademâs, esta técnica nos darâ informaciôn ad^ 
cional sobre algunos de los resultados anteriormente comentados.
El primer resultado interesante, que se observa al ana 
lizar los espectros de emisiôn fluorescente de las histonas (de t^ 
mo e insecto), cuando se excitô a 275,5 nm, pH âcido, es que ambas 
histonas poseen espectros tîpicos de emisiôn fluorescente de resi­
duos de tirosina, con un mâximo centrado a 300 nm. Sin embargo, la 
caîda del espectro en Hl de es raucho mâs lenta que en el
caso de la histona de timo, y se aprecia un pequeno hombro centra­
do en 340 nm aproximadamente (figura 57).
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Figura 57. Espectros de 
emisiôn fluorescente de 
las histonas a diferentes
fuerzas iônicas. (--) Hl
de insecto en agua, pH 3.5;
(--) Hl de insecto en KF
0.35 M, pH 6.0; (— -) Hl de
timo en agua, pH 3.5;.(..)
Hl de timo en KF 0.35 M, 
pH 6.0. La longitud de on­
da de excitacion fué en t£ 
dos los casos 275.5 nm.
Al aumentar la fuerza iônica hasta 0.35 M en KF a pH 
6.0 existen hechos bastante significatives. En timo, el espectro 
se desplaza muy ligeramente hacia el rojo y aumenta mucho la in­
tensidad relativa de fluorescencia, resultados que estân de acuer­
do con los obtenidos por Smerdon e Isenberg (1976) ,' el espectro es 
cualitativamente semejante al de la histona a pH âcido. En Hl de 
insecto el efecto mâs importante es la acentuaciôn de la banda de 
emisiôn fluorescente de 340 nm (figura 57).
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En el caso de los PRTs de ambas histonas existen di­
ferencias con las moléculas intactas importantes de comentar. El 
espectro de emisiôn fluorescente del PRT de timo no muestra un au 
mento en la intensidad relativa de fluorescencia, cuando se adi- 
ciona sal, tan grande como el de la Hl intacta. Este resultado 
puede indicar que el residuo de tirosina 72 de timo tiene mâs 
quenching en el PRT estructurado que en la molécula intacta en 
las mismas condiciones. En el PRT de insecto, la estructuraciôn 
por sal lleva consigo la apariciôn de un verdadero pico de emisiôn 
fluorescente a 340 nm (figura 58).
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Figura 58. Espectros de em^ 
sion de fluorescencia de los 
PRTs a diferentes fuerzas 
ionicas. (---) PRT de timo en 
agua, pH 4.0; (••••) PRT de t^
mo en KF 0.35 M, pH 6.0; (--)
PRT de insecto en agua, pH 
4.0; (-•—) PRT de insecto en
KF 0.35 M, pH 6.0. La longi­
tud de onda de excitaciSn 
fué en todos los casos 275.5 
nm.
Por otra parte, y con el fin de comprobar esta dife­
rencia entre timo e insecto, se realizaron los correspondientes 
espectros de excitaciôn de las histonas, fijando la longitud de 
onda de emisiôn en 300 y 340 nm (longitudes de onda correspondien 
tes a los dos mâximos de emisiôn fluorescente observados en Hl y 
PRT de ). Estos resultados se muestran en la tabla XVIII.
Mientras que en Hl y PRT de timo se encuentra un solo 
mâximo de excitaciôn a 275.5 nm para estas dos longitudes de onda 
de emisiôn, resultado lôgico ya que sôlo posee un fluorôforo ca- 
paz de emitir a esta longitud de onda, en Hl y PRT de insecto se 
aprecian dos mâximos de excitaciôn distintos a 275.5 nm y 278.5 nm
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en el caso de Hl para las emisiones de 300 y 340 nm respectivamen­
te, cuando la molécula esté disuelta en agua a pH écido. Esto pone 
de maniflesto la existencia de dos fluorôforos claramente distin­
tos en Hl de insecto.
TABLA XVIII: Longitudes de onda correspondientes a los mâximos de 
los espectros de excitaciôn de las histonas y sus 
correspondientes PRTs en diferentes condiciones.
Longitud de onda de excitaciôn, 
cuando la longitud de onda de em^ 
siôn se fijô en:
Histona Condiciones 300 nm 340 nm
Hl timo de Agua, pH 3.4 2 75 .5 275 . 5
ternera KF 0.35 M,pH 6.0 ND* ND®
Hl CzfiatZtX.6 Agua, pH 3.4 275.5 278 . 5
capitata KF 0.35 M,pH 6 . 0 ND® 279
PRT timo de Agua, pH 4.0 275 275. 5
ternera KF 0.35 M,pH 6.0 ND® ND®
PRT Cc^atltli Agua, pH 4.0 275 280
capitata KF 0.35 M,pH 6.0 ND® ND®
^MD No determinado.
La ausencia de triptôfano en Hl de Cz\atÂ.tyCi (resulta­
do ya discutido en el apartado 3.4.1.1.) indica que el fluorôforo 
responsable de la banda de emisiôn de 340 nm, que se observa muy 
acentuada en el PRT en KF 0.35 M, pH 6.0, deber ser una de las dos 
tirosinas présentes en la molécula de insecto. Rayner et al. (1978) 
estudiaron la emisiôn fluorescente de polipéptidos modelo, en dife
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I rentes condiciones. Sus resultados en este sentido les llevaron
I a sugerir que los residues de tirosina que se encuentran en enter
I nes fuertemente bSsices en protelna sen capaces de presentar mâ-
ximes de emisiCn fluerescente desplazades hacia el rejo a pH neu 
i tre, de forma similar a la tirosina ionizada.
I Teniende en cuenta esta posibilidad , que las histe-
I nas sen protelnas muy bâsicas, y que la tirosina C de H1 de insec
I te pesee un pK^ baje y dependiente de la fuerza iônica, tîpice de
i tiresinas situadas en entornes cargados pesitivamente, la hipôte-
sis mâs probable es que esta banda de emisiôn fluerescente con mS 
ximo a 340 nm sea debida a la emisiôn de fluerescencia de la ti- 
resina C présente en Hi de insecte.
Ademâs, el mâximo de excitaciôn de este segundo fluo- 
rôforo se encuentra desplazade hacia el reje en relaciôn con la 
etra tirosina de insecte y la tirosina de time, resultado que se 
cerrelaciona con el espectro de absorciôn calculado para la tiro­
sina C de Z<Ln.a.tÂ.tÀ.h per diferencia entre el espectro de absorciôn 
de H1 de y de Hl de timo (figura 4 5), y que servirla de
prueba adicional en favor de esta hipôtesis.
La presencia de residues bâsicos, cercanos a la tiro­
sina C en la escasa estructura terciaria que présenta la proteîna 
1 a pH âcido, podria ser la causa de su espectro de absorciÔn lige-
ramente desplazade hacia el rojo y de su emisiôn fluorescente de£ 
plazada hacia la zona de emisiôn del tirosinato(figuras 45 y 57, 
respectivaunente) . El aumento de fuerza iônica provoca una estruc- 
j turaciôn de la proteina, a la veg que se observa una acentuaciôn
; y desplazamiento hacia el rojo (aproximadamente a 343 nm) de la
I banda de emisiôn fluorescente anômala. Este resultado podria ex-
; plicarse per una mayor influencia de los residues cargados sobre
I la tirosina C en la estructura final, que diera cuenta de un des-
i plazamiento hacia el rojo de su mâximo de excitaciôn (tabla XVIII)
i y por tante un mayor desdoblamiento de las bandas de emisiôn fluo
j rescente de 300 y 343 nm- En Hl de time, como ya se comentô en la
i introducciôn. Chapman et al. (1978) demostraron que los residues
cargados del fragmente "Tr-Tr" de la histona se encuentran expue^
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tos hacia el medio, cuando este pëptido se estructura por sal.
Mediante esta hipôtesis,sobre la influencia de residuos 
cargados en el entorno de la tirosina C de Hl de insecto,se justi- 
ficaria asimismo el resultado citado en el apartado anterior, euan 
do se realizaba la diferencia entre los espectros de dicroismo cir 
cular en el ÜV prÔximo de Hl de CzfLO.t^ tÂ.i y Hl de timo, y se obser 
vaba un espectro de dicroismo circular tîpico de tirosinas, despla 
zado hacia el rojo (figura 56). Es decir, el paso hacia un entorno 
anisôtropo de la tirosina C de insecto a valores superiores de 0.08 
M en KF vendria condicionado por la influencia de residuos bâsicos 
de la histona sobre el residuo de tirosina C, y esta influencia sé­
ria la causa de su espectro de dicroismo circular desplazade hacia 
el rojo, sin necesidad de recurrir al solapamiento de los efectos 
Cotton de ambas tirosinas en Hl de insecto. De esta manera, el en­
torno fuertemente bâsico de la tirosina C explicaria su bajo pK^ y 
la variaciôn del mismo con el aumento de la fuerza iônica.
De las dos hipôtesis que se comentaban al principio de 
estos estudios (apartado 3.4,1.1.), parece mâs probable la hipôte­
sis a. La tirosina T de insecto sufre cambios de entorno, al es- 
tructurarse la proteina por sal, muy similares a los que tienen lu 
gar en la tirosina 72 de timo. La tirosina C, por el contrario,que 
en condiciones no estructurantes (agua, pH âcido) posee ya un es­
pectro de absorciôn ligeramente desplazade hacia el rojo (figura 
45), presumiblemente por su localizaciÔn en una regiôn muy bâsica 
de la proteina, comienza a estructurarse a valores de concentraciôn 
en KF superiores a 0.08 M, que es cuando empieza a notarse su efec 
to en el espectro de dicroismo circular y donde se aprecia un sal- 
to en la curva de ûA 2gg frente a la (KF), (figura 47). La estructu 
raciôn de la tirosina C la lleva a una localizaciÔn en la superfi­
cie de la molécula con un entorno cargado positivamente, por lo que 
esta tirosina présenta un espectro de emisiôn fluorescente despla 
zado hacia la zona del tirosinato y muestra un espectro de dicrois 
mo circular taunbién desplazade hacia el rojo. Estos desplazamien- 
tos en ambas tirosinas de Hl de insecto, como consecuencia de la 
estructuraciôn por sal, provocarian la apariciôn de espectros de
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diferencia cuantltativamente muy similares a los de timo, pero cua 
litativaraente diferentes, como en realidad ocurre (figura 46).
3.4.2. INFLUENCIA DEL SDS
Los resultados de estructura secundaria de las histo- 
nas en presencia de SDS han puesto de manifiesto una reorganizaciôn 
de las protelnas HI de timo y Czfia.titÂ.6 prâcticsunente idéntica, co 
mo consecuencia de la adiciôn del detergente que induce en ambas 
una estructura secundaria semejante (ver tabla XIV). Este dato in­
duce a pensar que la realizaciôn de un estudio estructural de las 
dos histonas y sus zonas globulares aisladas, en presencia del de­
tergente, utilizando fundamentalmente las mismas técnicas que en el 
apartado anterior, con fines comparatives, puede ayudar a compren- 
der con mâs exactitud los resultados que hasta entonces se poselan.
3.4.2.1. ESPECTROSCOPIA DE DIFERENCIA
En este estudio se obtuvieron los espectros de diferen 
cia de las histonas, producidos por la adiciÔn de SDS, en un caso 
con las protelnas disueltas en agua a pH âcido y en otros disueltas 
en NaCl 0.35 M, pH 6.0, previamente, tal y como se ha descrito en 
el apartado 2.8.1. La utilizaciôn de NaCl en vez de KF tiene la de£ 
ventaja de que se obtiene mayor ruido en los espectros de dicrois­
mo circular, pero fué necesario su uso, ya que el dodecilsulfato po- 
tâsico, que se forma en el medio de reacciôn si se utiliza KF, es 
insoluble en medio acuoso.
Los espectros de diferencia obtenidos por adiciôn de 
SDS, cuando las histonas se encuentran disueltas en agua a pH âci­
do, se muestran en la figura 59. Cualitativamente, los espectros 
indican que el detergente produce transiciones conformacionales 
taies que los residuos de tirosina pasan a un entorno mâs apolar.
En el aspecto cuantitativo se observa que, raientras en timo el
-1 —1Ae 285 aproximadamente 700 cm M , correspondiente, como ya se 
ha comentado, a la transiciÔn de un residuo de tirosina, en CdfiatZ-
r't-
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tÂ.& el ûe 235 resultô ser 1300 cm  ^M / indicando que los dos res^ 
duos de tirosina de la molécula sufren esta variaciôn, hecho que 
no ocurrfa con la fuerza iônica. Es decir, el SDS produce efectos 
idénticos en los entornos de los residuos de las dos tirosinas de 
la molécula de Hl de insecto y parece ser que idénticamente al de 
la tirosina de timo, resultado que, por otra parte, no es de ex- 
tranar, pues la acciôn de este agente debe ser muy uniforme sobre 
ambas histonas, y produce igual porcentaje de estructura hélicoï­
dal en ellas como se viô y discutiÔ en el apartado de estructura 
secundaria.
Por otra parte, cuando se recogen los espectros de di 
ferencia, con las histonas disueltas previaunente en NaCl 0.35 M, 
se observa que los desplazamientos hacia el rojo son cuantitativa 
mente menores (figura 60), resultado lôgico si se tiene en cuenta 
que las protelnas ya se encuentran estructuradas por sal. En todos 
los casos, y al igual que ocurrla en la estructuraciôn inducida 
por la fuerza iônica, la representaciôn del A A g g g  frente a la con 
centraciôn de SDS es hiperbôlica, consiguiéndose el mâximo a con- 
centraciones de 0.04-0.05% (p/v) en SDS.
Los resultados obtenidos con los PRTs fueron idénti­
cos, pudiéndose deducir, por tanto, conclusiones semejantes. Los 
espectros de diferencia en SDS-NaCl no se pudieron realizar, ya 
que los péptidos precipitaban incluso a concentraciones bajas de 
SDS.
3.4.2.2. DICROISMO CIRCULAR EN EL UV PROXIMO EN PRESENCIA DE SDS
Los experimentos realizados en este aspecto con el de 
tergente sirven de confirmaciôn de la influencia que el SDS ejer- 
ce sobre la estructura de las histonas, ya comentada en los resu^ 
tados obtenidos por espectroscopla de diferencia y dicroismo cir- 
cualr en el UV lejano.
La figura 61 muestra la influencia del detergente en 
el espectro de dicroismo circular (UV prôximo) de las histonas de 
timo e insecto. Cuando las histonas estân disueltas en agua a pH
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âcido , como ya se ha discutido en el apartado 3.4.1.2., la fuer­
za rotacional de los residuos de tirosina es muy baja. La reorga 
nizaciôn estructural que sufren las histonas en presencia de can- 
tidades crecientes de SDS lleva consigo la apariciôn de fuerza 
rotacional. Segûn se observa en la figura 61, los espectros de 
timo y son cualitativamente idénticos, presentando am-
bos un mlnimo a 275-276 nm. El espectro de Hl de insecto no pré­
senta mâximo alguno, contrariamente a lo que ocurrla cuando la mo 
lécula se estructuraba por sal. El espectro de Hl de timo a lo 
largo de todo el rango de concentraciones del detergente utiliza- 
das présenta aproximadamente la mitad de la elipticidad negativa 
<jue tiene el espectro de Hl de insecto. En ambos casos, timo y Ce 
xatX.tÂ.i , los espectros apenas sufren variaciones a partir de 0.04% 
en SDS.
Cuando se parte de las histonas previamente estructu 
radas en NaCl 0.35 M, los espectros obtenidos en el estado final 
(concentraciôn de SDS de 0.06% (p/v)) son idénticos a los obteni 
dos cuando se partla de las histonas desestructuradas en agua a 
pH âcido, como se observa en la figura 62,
Lo mâs significativo de estos ûltimos estudios de d^ 
croismo circular, en presencia de SDS, es la pérdida de eliptici 
dad positiva en el espectro de Hl de Czn.at.itl6 , en favor de un 
aumento de elipticidad negativa,y a la vez,un desplazamiento del 
espectro hacia el rojo (de 266 nm en sal a 275 nm en SDS)(figura 
62) . Esta disminuciôn progresiva de 237 cuenta de la pérd^ 
da de la contribuciôn positiva de la tirosina C de insecto, en 
el paso de sal a SDS 0.06%. En otro sentido, la [o]277 espec
tro de timo en SDS 0.06% (p/v) se reduce a la mitad de la que 
llega a alcanzar en KF 0.3 M. La [^93 275 en SDS 0.06% (p/v)
alcanzada por la histona de Cznatttté es aproximadamente el do- 
ble que la de timo en iguales condiciones. Este hecho estâ de 
acuerdo con la suposiciôn de que las dos tirosinas de insecto su 
fren transiciones estructurales idénticas entre sî, e idéntica a 
la que tiene lugar en el ûnico residuo de tirosina de la histona 
de mamiferos, en presencia de SDS, hipôtesis que ya se indicaba 
como probable en el apartado anterior.
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Figura 61. Influencia del SDS en los espectros de dicroismo ci£ 
cular (ÜV proximo) de las histonas Hl de CzH.a.t.-Lt.Â.A
(—- ■-) y Hl de timo (--- ) disueltas en agua a pH 3.0
(a); SDS 0.005% (p/v) (b); SDS 0.02% (p/v) (c); SDS
0.04% (p/v) (d); SDS 0.06% (p/v) (e).
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Con el detergente los residuos de tirosina de las mo-^  
léculas de HI de timo e insecto pasan a entornos mSs apolares, co 
mo ya se comentô en los resultados de espectroscopla de diferencia. 
Sin embargo, la anisotropla de la tirosina de timo se reduce al pa 
sar la histona de estar estructurada en NaCl 0.35 M pH 6.0 a NaCl 
0.35 M-SDS 0.06%. Si, como parece probable, suponemos que el resi­
duo de tirosina T tiene una contribuciôn idéntica a la tirosina de 
timo en el espectro de dicroismo circular cuando la histona se en 
cuentra estructurada por sal, con lo que el residuo de tirosina C 
tendrâ anisotropla positiva desplazada hacia el rojo (figura 56) y 
en presencia de SDS ambos residuos (tirosina T y C) contribuyen de 
igual manera al espectro de dicroismo circular, entonces también 
existe una reducciôn en la anisotropla de las tirosinas de Cz/iatX.- 
tÂ,6 en presencia de SDS. Este ûltimo hecho se puede calculer sin 
mâs que tener en cuenta el valor de elipticidad a 275 nm que alcan 
zarla el espectro de Hl de insecto, si ûnicamente cambiara de sig- 
no el espectro de la tirosina C y se desplazara hacia el azul (fi­
guras 55 y 56) .
Con los PRTs se obtuvieron idénticos resultados en am­
bos casos, si bien sôlo se realizaron los espectros en ausencia de 
sal.
Es decir, la reorganizaciôn estructural que tiene lu­
gar en las moléculas de histonas, como consecuencia de la adiciôn 
de SDS, provoca una transferencia de los residuos de tirosina a en 
tornos mâs hidrofôbicos, a la vez que permite una mayor libertad 
de movimiento de los anillos aromâticos, que en el caso de la es­
tructuraciôn inducida por la fuerza iônica. Este resultado es bas^  
tante lôgico, si tenemos en cuenta que la estructura nativa proba 
blemente exija una rigidez mâs estricta en la regiôn globular de 
la moleôula, donde se encuentran los restos de tirosinas de ambas 
histonas. Existen datos sobre una fuerte inmovilizaciôn de la tiro 
sina 72 de timo, cuando la histona se estructura por sal (Chapman 
et al., 1978).
Lo que si queda bastante claro a la vista de estos re 
sultados es que, en presencia de SDS, se pierden las diferencias
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esistentes entre la tirosina T y la tirosina C, en cuanto a su corn 
pcrtamiento en dicroismo circular. El detergente produce una estruc 
tura final en la molécula tal que homogeneiza el comportamiento de 
las dos tirosinas de Hl de insecto y él de la Hl de timo.
3.4.2.3. EFECTO DEL SDS EN LA TITÜLACION DE LOS ÏŒSIDUOS DE TIRO­
SINA
Puesto que los resultados de estructura secundaria, es 
pectroscopia de diferencia y dicroismo circular (ÜV prôximo) pare- 
cen demostrar una ausencia total de diferencias entre los dos res_i 
duos de tirosina de , esta posibilidad debe tener un cia
rc reflejo en los valores de pK^ que poseen estos residuos en SDS.
En la figura 63 se observa la variaciôn del espectro 
de dicroismo circular en el UV prôximo de la histona Hl de timo en 
SDS 0.06% (p/v) con el pH. Como se deduce de la figura, la transi-
bciôn ^L^ de la forma tirosinato tampoco es ôpticamente activa en 
SDS 0.06%, mientras que la transiciôn ^L^ si lo es, como se pone 
de manifiesto por el sucesivo aumento de 253 el pH.
La figura 64 présenta los resultados que, en el mismo 
sentido, se han obtenido con la histona Hl de insecto. En este ca 
so, las dos transiciones ^L^ y ^L^ de la forma tirosinato de los 
residuos de tirosina de poseen actividad ôptica, como
se observa por el aumento de [o] 253 ^ M  293 ^®spectivamente. La 
concentraciôn de SDS utilizada en ambos casos (timo e insecto) fué 
superior a 0.04%, con el fin de que no se produjesen cambios es­
tructurales, pues a esta concentraciôn ya se ha conseguido la ma­
xima estructuraciôn que induce el detergente, de forma que sola- 
mente se manifestasen los efectos debidos a la ionizaciôn de los 
grupos fenôlicos de las tirosinas.
El pK^ de la tirosina 72 de timo en SDS résulté ser
12.2, y asimismo el pK^ de los dos restos de tirosina de Hl de in 
secto es 12.2. Este valor es anormaImente alto, incluso superior 
al de la tirosina de timo y tirosina T de C zxat-ct-ti , pero no so£ 
prendante, si se tiene en cuenta el desplazamiento hacia entornos
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l o n g i t u d  de c o d a  (nm)
Figura 63. Espectros de dicroismo circular (UV proximo) de la hi£ 
tbna Hl de timo de ternera en SDS 0.06% (p/v) a dife­
rentes valores de pH. (a) pH 6.4; (b) pH 9.2; (c) pH 
10.4; (d) pH 10.9; (e) pH 11.3; (f) pH 12.4; (g) pH
13.2.
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l o n g i t u d  de onda (nm)
figura 64. Espectros de dicroismo circular (UV proximo) de la hi£ 
tona Hl de ZzKdtltlh capitata en SDS 0.06% (p/v) a di 
ferentes valores de pH. (a) pH 3.0; (b) pH 7.0; (c) pH 
9.0; (d) pH n . l ;  (e) pH 11.45; (f) pH 1 1 . 9 ;  (g) pH 
1 2 . 1 ;  (h) pH 12 .6 .
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muy hidrofôblcos que sufren las tirosinas (figuras 59 y 60) en pre 
sencia de SDS, Se aumenta,no solo el pK^ de la tirosina T, sino 
que también lo hace el pK^ de la tirosina C de insecto.
La titulaciôn se realizé mediante la medida delAAj^^' 
AAjg., de los espectros de diferencia obtenidos con el pH, y por la 
variaciôn de la [o^ 255 con el aumento del pH.Este ûltimo método se 
muestra en la figura 65. Lo mâs significativo de la figura es que, 
en presencia de SDS, se observa una curva monofâsica para la titu­
laciôn de las tirosinas de la molécula de insecto, en contraposi- 
ciôn con la curva bifâsica que se obtenla en el caso de la titula­
ciôn sin SDS (figura 51). Las magnitudes cuantitativas del A ^ 2 4 3 Y 
A A 2 Q2 , no présentes en la figura, coinciden bastante bien con las 
estimadas para la titulaciôn de dos residuos de tirosina, en el ca 
so de Hl de insecto, siendo éstas aproximadamente el doble que las 
obtenidas en Hl de timo.
Los resultados obtenidos en este experimento vienen a 
confirmar una vez mâs los ya comentados en los apartados anterio- 
res. El SDS, principalmente, neutraliza cargas positivas y homoge­
neiza el entorno de las tirosinas de insecto, consiguiendo que és­
tas se titulen con un pK^ idéntico e igual al pK^ de la ûnica tiro 
sina de timo, que por esta causa debe encontrarse en un entorno muy 
similar cuando la molécula se encuentra en presencia de SDS. Este 
resultado, obviamente, es el efecto de una estructura final semejan 
te en ambas histonas, por la adiciôn del detergente, como consecuen 
cia de una distribuciôn similar de aminoâcidos a lo largo de la ca 
dena polipeptidica.
Los PRTs de eunbas histonas son insolubles, en las con­
centraciones requeridas para el experimento, en SDS 0.04% (p/v), en 
un gran intervalo de pH, por lo que no se pudo llevar a cabo la t^ 
tulaciôn de los residuos de tirosina en estas moléculas, en presen 
cia del detergente.
3.4.2.4. ESTUDIOS DE ESPECTROFLUORIMETRIA EN PRESENCIA DE SDS
Puesto que en medios que contienen concentraciones re-
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Figura 65. Variaciôn de la elipticidad molar (grades x cm x (dmol 
de proteina) ) a 255 nm de las histonas Hl de timo (#) 
y (■) en SDS 0.06% (p/v) en f une ion
del pH.
-148-
latlvamente altas en SDS ( 5* 0.04%^ (p/v)) el comportamiento estruc 
tural de la tirosina T y tirosina C de insecto se igualaba, exhi- 
biendo ambos residuos idéntico valor de pK^, la emisiôn de fluoré^ 
cencia de la histona de CzKatX.t^& , en estas condiciones, debe re­
fis jar este hecho. Por este motivo, y con objeto de comprobar esta 
posibilidad, se realizô el espectro de emisiôn fluorescente de la 
histona Hl de insecto en presencia de este agente.
Cuando esto se llevô a cabo, se observÔ que el hombro 
de emisiôn fluorescente centrado en los 340 nm, que aparecîa cuan­
do la proteina estaba estructurada por sal, desaparece al adicio- 
nar, a la histona en NaCl 0.35 M, pH 6.0, SDS hasta 0.1%. El espec 
tro, en estas condiciones, se parece cualitativamente al de Hl de 
timo (figura 66). También se observa, en la misma figura, un aumen­
to en la intensidad relativa de fluorescencia. Este ûltimo résulta 
do probablemente sea debido a que el entorno que rodea a la tiro­
sina C, en presencia de SDS 0.1% (p/v), la proteja mâs del posible 
quenching (recorder que esta tirosina estâ localizada en la super­
ficie de la regiôn globular, cuando se estructura por sal la prote_f 
na), y de esta manera contribuya mâs eficazmente a la banda de emi 
siôn fluorescente de 300 nm.
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Figura 66. Espectros de 
émision de fluorescencia 
de la histona Hl de Ce- 
NaCl 0.35 M,
pH 6.0; (..) NaCl 0.35 M-
SDS 0.1% (p/v), pH 6.0.
La longitud de onda de ex 
citaciôn utilizada fué en 
ambos casos 275.5 nm.
longitud de onda (nm)
-149-
De -nuevo se pone manif iesto que el SDS es un agente 
capaz de hacer desaparecer las caracteristicas que diferencian a 
la tirosina C de insecto (esta vez fluorescentes), confirmando 
resultados anteriores. Si como se suponia, las peculiaridades del 
comportamiento estructural de la tirosina C de Hi de insecto es­
tân motivadas por un entorno con la presencia de residuos carga­
dos positivamente, es lôgico pensar que la adiciôn de SDS, que 
es capaz de neutralizar cargas positivas e induce una estructura 
en las histonas diferente a la nativa, por estos dos motives fun 
.damentalmente, provoque la ausencia de estas diferencias en las 
transiciones estructurales de este residuo de tirosina.
3.4.3. ESTUDIOS ESTRUCTURALES EN EL PEPTIDO DE MAYOR TAMANO MOLE 
CULAR OBTENIDO POR HIDROLISIS CON CNBr DEL PRT DECERATÏTÎS 
CAPITATA
Hasta aquî se ha utilizado la influencia que, sobre 
los entornos que rodean a las tirosinas, tiene la estructuraciôn 
inducida por sal y SDS, como principal factor en el estudio de la 
estructura terciaria de las dos histonas (timo e insecto), apro- 
vechando las diferencias que, en dicroismo circular y fluorescen­
cia, muestran los dos residuos de tirosina de Hl de .
Estas diferencias parecen requérir una estructura especîfica en 
las moléculas de histona y sus PRTs, capaz de adquirirse en sal 
pero no en presencia de SDS. Séria, por tanto, interesante poder 
estudiar comparativamente una regiôn de la molécula que, conte- 
niendo ambas tirosinas, sufriera cambios estructurales diferentes 
con el aumento de la fuerza iônica. El PG^ ,jjg-PRT se adapta bastan 
te bien a estos requerimientos. En primer têrmino, es muy semejan 
te al PRT : tan sôlo estâ ausente un fragmente N-terminal de 13 re 
siduos (ver resultados de secuencia), por lo que contiene los dos 
restos de tirosina/y en segundo lugar, este péptido se estructura 
de manera diferente con la fuerza iônica que el PRT o Hl Intacta, 
como se describiô en el apartado 3.3.4. (figura 42, tabla XVI).
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3,4.3.1. DICROISMO CIRCULAR EN LA REGION DEL UV PROXIMO DEL
Los resultados de la estructuraciôn por sal, hasta 
0.35 M en KF, del PG^ ,j^ g-PRT, seguida por dicroismo circular en el 
ÜV prôximo,se muestran en la figura 67. Con la adiciôn de sal co 
mienza a aumentar la anisotropla ôptica de tirosinas. Desde los 
primeros momentos se aprecia un espectro de elipticidad negativa, 
con un mlnimo alrededor de 273-275 nm, y un pequeno mâximo centra 
do en 287-290 nm aproximadamente. Este pequeno mâximo aumenta li­
geramente a valores superiores a KF 0.15 M (curva e, figura 67), 
mientras que la banda de elipticidad negativa aumenta en todo el 
rango de fuerza iônica ensayado. Esto podria querer decir que la 
tirosina C, en este péptido, se empieza a estructurar mâs tarde 
de lo que ocurrla en el caso de PRT y Hl Intacta, hecho que esta- 
rla de acuerdo con la mâs lenta adquisiciôn de estructura secunda 
ria ordenada, que se observa en este péptido, con la fuerza iôni­
ca (figura 42, tabla XVI). Ademâs, el espectro de dicroismo cireu 
lar en KF 0.35 M de dicho péptido (curva g, figura 67) se parece 
cualitativamente mucho mâs al de Hl y PRT de timo, con el mlnimo 
a 275 nm (frente a 277 nm en Hl de timo y 266 nm en Hl y PRT de 
CzfioitÂ.t4.6 en idénticas condiciones, figura 48) .
La magnitud de [s] 275 KF 0.35 M es 1000 grados x 
cm^ x (dmol de proteina) ^)es muy inferior a la alcanzada en ese 
medio en el espectro de Hl de timo y de insecto. Este dato puede 
ser reflejo de una parcial estructuraciôn de la molécula de 
PRT en estas condiciones, suficiente para que la anisotropla de 
las tirosinas dé un espectro de estas caracteristicas, pero es­
tructuraciôn que no se ha completado aûn, como muestran los resu^ 
tados de estructura secundaria. La tirosina C, por tanto, contri- 
buirla en muy pequena proporciôn al espectro de dicroismo circular 
en esta regiôn, y de ahl el pequeno mâximo a 287 nm y el desplaza 
miento general del espectro de dicroismo circular hacia una mayor 
semejanza con el de Hl de timo, pues la mayor influencia al mismo 
estarla a cargo de la tirosina T de C , cuyo entorno, ade 
mâs, se estructura antes (figura 67). Otra posible interpretaciôn
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260 280 300 
l o n g i t u d  de onda (nm)
Figura 67. Espectros de dicroismo circular (UV proximo) del
a diferentes valores de fuerza ionica. 
(a) Agua, pH 4.0; (b) KF 0.05 M, pH 6.0; (c) KF 
0.1 M, pH 6.0; (d) KF 0.15 M, pH 6.0; (e) KF 0.20 
M, pH 6.0; (f) KF 0.25 M, pH 6.0; (g) KF 0.35 M, 
pH 6.0.
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del bajo valor de elipticidad observado, y la no apariciôn de eli£ 
ticidad positiva (prâcticamente ninguna), serla el menor desplaza­
miento hacia el rojo de la tirosina C en este péptido. Con lo cual, 
la suma de la contribuciôn positiva al espectro de la tirosina C y 
la negativa de la tirosina T darla un espectro de estas caracterÎ£ 
ticas.
Estos resultados hacen pensar que la emisiôn de fluo­
rescencia de este péptido, que hasta ahora ha sido otra medida de 
las anomallas que présenta la tirosina C, debe ser muy distinta a 
la que muestra Hl y PRT de Ce.fiatZtZ6^  y que esta amortiguaciôn en 
la estructuraciôn del péptido por sal debe tener cierto reflejo en 
los datos que se obtengan por esta técnica.
3.4.3.2. FLUORESCENCIA DEL PG^^g-PRT
Los estudios de fluorescencia de este fragmente de la 
molécula, obtenido por hidrôlisis con CNBr del PRT de insecto, vie 
nen a corroborar esta suposiciôn anterior.
Los espectros de emisiôn fluorescente del péptido a 
pH âcido y KF 0.35 M, pH 6.0 son muy semejantes y no muestran la 
presencia de banda alguna de emisiôn fluorescente a 340 nm, siendo 
cualitativamente semejantes al espectro de Hl y PRT de timo. Si 
bien, es interesante comentar que el espectro de emisiôn de fluo­
rescencia en presencia de sal muestra una calda mâs suave (figura 
68) .
Esto estâ de acuerdo con el dicroismo circular (ÜV prô 
ximo) de dicho péptido, en el que como ya se ha comentado, a con­
centraciones salinas de KF 0.35 M, o bien no tiene apenas contri­
buciôn la tirosina C, o bien su contribuciôn no estâ desplazada ha 
cia el rojo. En cualquiera de los casos, la fluorescencia es cohe 
rente con la hipôtesis de que el residuo de tirosina C debe encon 
trarse en un entorno diferente al que se encuentra en Hl y PRT, 
cuando las moléculas se estructuran por sal.
Puesto que en el caso de este péptido las transicio­
nes estructurales tienen lugar entre KF 0.0 M y 1.1 M, pudiera ocu
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rrir que en el estado final de la estructuraciôn (^KF 1.1 M, pH 
6.0), en el cual posee una estructura secundaria muy similar al 
PRT (ver apartado 3.3.4.), si se observaran estas caracteristicas 
especificas de la tirosina C, y la caida mâs suave del espectro 
de emisiôn fluorescente y el ligero aumento de la elipticidad po 
sitiva del espectro de dicroismo circular fueran indicio de ellas. 
Sin embargo, lo que si parece bastante claro, a la vista de estos 
resultados, es la importancia del fragmente N-terminal que se le 
ha quitado al PRT por hidrôlisis con CNBr y la necesidad de la in 
tegridad total del PRT para la adquisiciôn de una estructura espe 
cifica en determinadas condiciones salinas.
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Figura 68. Espectros de 
émision fluorescente del
PG^Nb“P^^* (--) Agua, pH
âcido; (--) KF 0.35 M,
pH 6.0. La longitud de 
onda de excitaciôn ut i 1 
zada fué en ambos casos 
2 7 5.5 nm.
longitud do e n d o  (nm)
Cuando se realizô una digestiôn controlada con trips^ 
na del PG^jjg-PRT, en idénticas condiciones que las descritas en 
el apartado 2.5.1., y en la que se obtenla el PRT, se observô que 
la resistencia a la acciôn de la proteasa de este péptido es mucho 
menor que la observada en el caso del PRT; este dato sirve de prue 
ba indirecte y estâ de acuerdo con una diferente estructuraciôn 
del PG^j^g-PRT por sal, ya que la digestiôn trlptica se llevô a c^
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bo en NaCl 1.0 M- Fosfato 50 mM, pH 8.0, condiciones suficientes 
para que el PG^j^g-PRT se encuentre en su mâximo grado de estruc­
turaciôn, y al menos en él, los residuos bâsicos de Usina y arg^ 
nina se encuentran mâs accesibles al ataque de la tripsina.
3.4.4. INFLUENCIA DE LA MODIFICACION COVALENTE
Cuando se analizan los datos obtenidos en la modifies 
ciôn por nitraciôn de las histonas Hl de timo e insecto y sus 
PRTs, existen dos hechos importantes desde el punto de vista es­
tructural. Los PRTs se nitran con mayor facilidad que sus respec 
tivas moléculas intactas en iguales condiciones y,por otra parte, 
éstos adquieren menor estructura secundaria por aumento de la fuer 
za iônica que cuando no se encuentran modificados. Estos resulta­
dos parecen interesantes y para poder sugerir una hipôtesis, capaz 
de dar una explicaciôn coherente, fué necesario llevar a cabo una 
ampliaciôn del estudio estructural de las protelnas modificadas.
3.4.4.1. TITULACION DEL RESIDUO DE TIROSINA NO MODIFICADO EN Hl 
DE CERATJTIS CAPITATA
El primer problems que es preciso resolver, para poder 
llevar a cabo una discusiôn estructural sobre las protelnas modi- 
ficadas, es determiner si existe una modificaciôn especîfica de 
uno de los dos residuos de tirosina de Hl de insecto, y en ese ca 
so, de cual de ellos se trata. Con este fin se realizô la titula­
ciôn de la posible tirosina no modificada cuando la proteina se 
nitrô en condiciones en las que los câlculos revelaron la presen­
cia de 1.2 residuos de nitrotirosina.
Puesto que el pK^ de los residuos de 3-nitro-L-tirosina 
se encuentran muy por debajo del pK^ de la tirosina sin modificar, 
hacia pH 7.0 aproximadamente y segûn el entorno (Sokolovsky et al., 
1967), y como los valores de pK^ de los residuos de tirosina de 
Hl de insecto difieren bastante entre si (tabla XVII), se puede e£ 
clarecer cual de los dos residuos, tirosina C ô T, ha sufrido la
 ^15.5-
modi f icaciôn.
La titulaciôn se siguiô mediante espectroscopfa de di­
ferencia, midiendo el AAggg con la variaciôn del pH. Un procedi- 
miento similar se empleô en el estudio de la accèsibilidad al te- 
tranitrometano de los residuos de tirosina de la ribonucleasa 
(Beaven y Gratzer, 1968). La titulaciôn se comenzô con la protei­
na previamente estructurada por sal, para evitar los efectos deb^ 
dos a la estructuraciôn, y a pH 8,0, ya que a este pH la nitroti­
rosina se encuentra totalmente ionizada y contribuye ûnicamente 
al espectro de absorciôn pero prScticamente no lo hace al espec­
tro de diferencia.
El pK^ obtenido de esta forma para el residuo de tiro­
sina no modificado en la histona Hl de insecto resultô ser 11.2 
(figura 69), valor que coincide con el obtenido para la tirosina 
T de Ce.^ at-Ct^ A ca.p-ita.ta.
Figura 69. Variaciôn del 
AAggg con el pH para la 
histona Hl de insecto mo^  
d if icada por nitraciôn 
(1.2 residuos de ni t ro t 
ros ina).
pH
Este resultado indica que, cuando la molécula de histo
-156-
na se encuentra estructurada por sal (condiciones en las que se 
realizô la nitraciôn), el residuo de tirosina mâs reactivo con el 
tetranitrometano es la tirosina C, siendo âsta una confirmaciôn 
adicional de su localizaciÔn externa cuando la proteina se estruc 
tura. La tirosina T, situada hacia el interior de la regiôn globu 
lar, es mâs inaccesible al agente y por ello se encuentra muy po- 
co o casi nada nitrada. Esto quiere decir que el pico NBS-2, obte 
nido de la hidrôlisis con NBS de la histona Hl de insecto, corre^ 
ponde al producto de rotura por la tirosina C, ya que,cuando la 
molécula se nitra, este pico deja de ser mayoritario (ver aparta 
do 3.1.4.).
El residuo de tirosina 72 de Hl de timo, por tanto, se 
nitra muy poco en Idénticas condiciones, debido fundcunentalmente 
a su localizaciÔn interna cuando la molécula se pliega. Estos re­
sultados vuelven a confirmar una similitud en el entorno y con- 
portamiento de la tirosina T de insecto y la tirosina de timo.
3. 4.4.2. INFLUENCIA DE LA NITRACION SOBRE LA ESTRUCTURA SECÜHDA- 
RIA
Aunque este estudio ya se ha comentado en el apartado
3.3.3., en el que se discutieron los correspondientes espectros de 
dicroismo circular (UV lejano) de las protelnas modificadas, una 
segunda parte de estos resultados ofrece informaciôn sobre la es­
tructura tridimensional de las protelnas y sus PRTs en soluciôn y 
por ello se ha preferido discutirlo en este apartado, teniendo ya 
datos concrètes sobre la especificidad de la modificaciôn.
La nitraciôn de los PRTs lleva consigo una pérdida de 
estructura helicoidal, incluso en aquellas condiciones en que sola 
mente se nitran 1.3 residuos de tirosina. Sin embargo, la nitraciôn 
de 1.2 tirosinas en la histona Hl Intacta no parecla afectar si 
porcentaje de esta estructura (tabla XV). Cuando las cinéticas de 
nitraciôn de Hl y PRT se siguieron por medida del A 222 
aumentaba el tiempo de reacciôn, se obtuvieron resultados que con- 
firmaban estos anteriores.
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Figura 70. Variaciôn de la elipticidad a 222 nm con el tiempo de 
nitraciôn. (O) Hl de capZtata. ; (•) PRT de
Ce.^ CLt^ t^ A capZtata . La nitraciôn se llevô a cabo en 
ambos casos en condiciones estructurantes (NaCl 1.0 M- 
fosfato 50 mM, pH 8.0).
Como se muestra en la figura 70, la nitraciôn progre­
siva del PRT lleva consigo una pérdida paulatina de estructura he 
licoidal, que se pone de manifiesto por un aumento de la eliptic^ 
dad a 222 nm. Por el contrario, la nitraciôn afecta muy poco a la 
medida de 222 histona Hl de insecto. Este resultado pue­
de significar que la nitraciôn de uno de los residuos de tirosina, 
el externo por los resultados de titulaciôn, afecta a la estructu 
ra de la regiôn globular aislada en soluciôn, pero no a la de la 
misma regiôn incluida en el total de la molécula de histona. Pero 
también cabe otra posible explicaciôn: que en el caso de Hl intac 
ta se nitre muy especificamente la tirosina externa y en el caso 
del PRT se nitre, aunque mejor esta misma, a la vez la interna, 
de forma que el porcentaje de nitraciôn obtenido (1.3 residuos de 
nitrotirosina) en el PRT posea una mayor contribuciôn de nitrotiro
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sina interna que en el caso de HI modificada. Esta segunda hipô­
tesis supondrla exclusivaunente que la regiôn globular aislada po 
see una conforxnaciôn menos compacta que cuando estâ formando par 
te del total de la molécula, de forma que la tirosina T se encuen 
tra mâs accesible al reactivo. Mientras que la primera hipôtesis 
es menos probable, a la vista de los resultados obtenidos por di 
croismo circular, la segunda hipôtesis parece mâs probable y se­
rla, ademâs, capaz de justificar el mayor porcentaje de nitraciôn 
observado en los PRTs de timo e insecto. Asimismo estarla de acuer 
do con el mayor quenching de fluorescencia observado para la tiro 
sina 72 de timo en el PRT que en la histona sin digerir (apartado
3.4.1.4.). Ademâs, en timo sôlo existe un residuo de tirosina, 
por lo que la primera hipôtesis, en este caso, no tendrla validez.
3.4.4.3. DICROISMO CIRCULAR EN EL UV PROXIMO DE LAS HISTONAS Y 
SUS PRTs MODIFICADOS
El dicroismo circular en la regiôn del UV prôximo de 
las moléculas nitradas tiene una gran importancia, ya que aporta 
datos que pueden ayudar a confirmar las interpretaciones sugeri- 
das en apartados anteriores.
Este estudio se realizô con las histonas Hl y sus PRTs 
nitrados a diferentes tiempos en condiciones estructurantes. La 
figura 71 muestra los resultados obtenidos con esta técnica en la 
histona Hl de timo y su PRT nitrados 100 minutos.
El cambio observado en el espectro de dicroismo circular 
de Hl de timo modificada cuando se adiciona sal résulta dificil de 
interpreter, ya que puede ser debido a la composiciôn de espectros 
de tirosina y nitrotirosina, puesto que la histona nitrada en es­
tas condiciones présenta aproximadaunente 0.5-0.6 residuos de ni­
trotirosina. El PRT de timo de ternera,nitrado en idénticas cond^ 
ciones (0.8-0.9 residuos de nitrotirosina), si posee, en ceimbio, un 
espectro de dicroismo circular,,en la regiôn del UV prôximo, signi 
ficativo (figura 71). En la figura se observa un espectro con eli£ 
ticidad positiva cuyo mâximo estâ centrado en 280 nm, correspon­
diente al péptido modificado y realizado en agua a pH âcido. La
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adiclôn de KF hasta 0.4 M produce muy pocos o ningûn cambio en 
te espectro. Es decir, el residuo de nitrotirosina posee anisotro- 
pla ôptica, incluse cuando el PRT se encuentra muy poco estructu- 
rado en agua a pH âcido. La pequena estructuracidn posterior, por 
adiciôn de KF 0.4 M, no tiene apenas efecto sobre la contribuciôn 
de este residuo de nitrotirosina al dicroismo circular.
S I
2
300210 210 320
Figura 71. Espectros de 
dicroismo circular de 
la histona Hl de time mo^
dificada; (--) agua, pH
3.0; <-— ) KF 0.4 M, pH 
6.0; y de PRT de timo rao^
dificado; (--) agua, pH
3.0; (..) KF 0.4 M, pH
6 . 0 .
l o n g i t u d  de o n d a  (nm)
En el caso de la histona de Ce.^ a.t-Ct-C6 les resultados 
presentan importantes diferencias. La histona nitrada en condicio 
nés suaves (1.2 residues de nitrotirosina) présenta un espectro 
de dicroismo circular en esta regiôn con elipticidad positiva, in 
cluse en agua a pH âcido. Este espectro aumenta de elipticidad y 
su mâximo se desplaza hacia el rojo como consecuencia de la adi- 
ciôn de sal (figura 72). Cuando se realizaron estes estudios con 
la histona de insecte nitrada en condiciones mâs enérgicas (1.7 
residues de nitrotirosina), no se observô desplazamiento alguno 
del mâximo y las magnitudes de eran claramente superiores
al caso anterior, como consecuencia de un mayor porcentaje de mo
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dificaciôn. La presencia de diferentes contribuciones al espectro 
de dicroismo circular en el ÜV prÔximo de nitrotirosina C, nitro­
tirosina T y tirosina T sin modificar hacen muy dificil cualquier 
discusiôn sobre los desplazamientos y cambios observados en el es 
pectro al adicionar sal.
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Figura 72. Espectros de 
dicroismo circular de 
la histona Hl de
modificada en dife­
rentes condiciones; (— )
agua, pH 3.0; <--) KF 0,4
M, pH 6.0, en estos dos 
casos la histona utiliz^ 
da présenta 1.2 nitroti-
rosinas. (--) Agua, pH
3.0; (..) KF 0.4 M, pH
6.0, en estos dos ültimos 
la histona présenta 1.7 
residues de nitrotirosina.
Sin embargo, estos resultados confirman una nitraciôn 
mâs intensa en la histona de insecte que en su homôloga de timo, 
debido a la presencia del residuo de tirosina C mâs accesible al 
tetranitrometano.
Los resultados obtenidos con el PRT de insecto y que
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se muestran en la figura 73, se inclinan en el mismo sentido, pero 
con un dato claramente diferente. La magnitud de la elipticidad en 
el mâximo, en todos los casos, es mayor que la que se alcanzaba, 
en idénticas condiciones, con las molêculas sin digerir. Este re- 
sultado estâ de acuerdo con un mayor porcentaje de nitraciôn en el 
PRT que la Hl Intacta. Asimismo, las diferentes contribuciones al 
espectro de las distintas especies moleculares hace muy dificil la 
interpretaciôn de los cambios del espectro al estructurarse la mo­
lécule por sal.
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Figura 73. Espectros 
de dicroismo circular 
del PRT de insecto mg 
dificado en condicio­
nes suaves (1.3 resi­
dues de nitrotirosina),
( ) agua, pH 4.5; ( )
KF 0.4 M, pH 6.0; y mo^  
dificado en condiciones 
enérgicas (1.9 residues
de nitrotirosina), ( )
agua, pH 4.5; (•••••) KF
0.4 M, pH 6.0.
I s n g i t u d  de o n d a  (nm)
Los estudios sobre las histonas y sus PRTs modificados, 
aunque en muchas ocasiones dificiles de interpretar, han contribua 
do a sustenter la hipôtesis que ya se apuntaba en resultados ante- 
riores (fluorescencia del PRT de timo), segûn la cual la regién glo 
bular aislada, que esté contenida en el PRT de cada histona, posee
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una estructura diferente a la que présenta este mismo dominio in- 
cluido en la molécula de histona. Estas diferencias estructurales 
no deben ser muy grandes, a juzgar por los resultados de dicrois­
mo circular (UV prôximo) comentados en el apartado 3.4.1.2., pero 
si que poseen la suficiente importancia como para tenerlas présentes 
a la hora de extrapolar resultados que se hayan obtenido con los 
PRTs.
3.5. MODELO PROPUESTO PARA LA DINAMICA ESTRUCTÜRAL DE LA HISTONA 
Hl DE CERATITIS CAPITATA  Y SU REGION GLOBULAR RESISTENTE A 
LA TRIPSINA
Los resultados obtenidos mediante las diferentes téc- 
nicas utilizadas permiten proponer un modelo sobre la dinâmica e£ 
tructural de la histona Hl de Insecto y su PRT, como consecuencia 
del aumento de fuerza iônica.
La diferencia entre Hl Intacta y regiôn globular ré­
sistante a la tripsina, basada fundamentalmente en la distinta 
reactividad con tetranitrometano que présenta en ambas el residuo 
de tirosina interno, puede traducirse ünicamente en una menor corn 
pactaciôn de la estructura general de esta regiôn hidrofôbica 
(PRT) aislada- La desapariciôn de las regiones N y C-terminales, 
muy polares, de la histona, en el proceso de digestiôn con trips^ 
na, llevarla consigo una expansion de la regiôn globular (circulo 
de mayor tamano en el modelo de la figura 74), probablemente por 
la pérdida de interacciones iônicas entre los residuos cargados, 
externos, de la regiôn globular, y de las zonas N y C-terminales- 
De esta forma, mientras que en Hl Intacta el tetranitrometano mod_i 
fica fundamentalmente el residuo de tirosina C, més accesible, en 
el PRT, desde los primeros momentos de la reacciôn, existe ya mod^ 
ficaciôn del residuo de tirosina T ( figura 74).
Aparté de esta diferencia, las transiciones estructura 
les de Hl y PRT inducidas por el pH y la fuerza iônica parecen ser 
en general muy semejantes. A concentraciones de aproximadamente 
0.08-0.1 M en KF, el entorno de la tirosina T esté ya en un grado
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avanzado del proceso de estructuraclôn (rayado en el modelo), mien 
tras que el entorno de la tirosina C comienza a estructurarse a va 
lores superiores de concentraciôn salina. En el estado final del 
proceso, el cual se consigue en KF 0.3 M en ambos, la tirosina T 
se encuentra orientada hacia el interior de la regidn globular, de 
forma similar a lo que ocurre en el caso de la tirosina 72 en Hi 
de timo. Por el contrario, la tirosina C parece estar localizada 
en la superficie de la molécula, en un entorno cargado positivamen 
te y orientada hacia el medio polar.
En el caso del PG^j^g-PRT este péptido sufre una estruc 
turaciôn mâs "ralentizada", necesitândose valores muy superiores de 
concentraciones salinas para completar el proceso. En éste la loca 
lizacidn de la tirosina C, en el estado final, es mâs incierta y no 
se puede adjudicar de una manera tan précisa a la vista de los re 
sultados obtenidos. Por eso, ,el modelo propone las dos alternativas; 
a) Una situaciôn anâloga a la que posee cuando Hl y PRT se estruc- 
turan y b) de forma semejante a la tirosina T, hacia el interior, 
rodeada de restos hidrofÔbicos. En cualquiera de los dos casos, lo 
que si queda claro es que este péptido posee una estructura diferen 
te que permite el ataque râpido de la tripsina hacia alguno de los 
residuos bâsicos de Usina y/o arginina (figura 75).
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El objeto del presente trabajo ha sido la obtenci6n 
de nuevos datos sobre la estructura de las histonas HI, debido, 
fundamentalmente, al importante papel que parecen desempenar es­
tas histonas en la estructura de la cromatina. A lo largo de las 
investigaciones resenadas en esta meraoria se han obtenido las s^ 
guientes conclusiones:
- La histona HI de CQ.Ka.tX.tjih aapXtata posee una composiciôn de 
aminoâcidos muy seme jante a la de la histona HI de VKOhopkXta 
mQlanogahtzK , as! como una distribuciôn muy similar de los re 
siduos caracteristicos.
- La reactividad de los residuos de tirosina de la histona HI de 
CtKatXtXh aapXtata con NBS parece ser distinta, mostrando el 
agente una especificidad muy alta por uno de ellos.
- A diferencia con la histona HI de timo de ternera, la histona
HI de Co.KatXtXh posee mâs de un sitio de rotura preferencial 
por trombina.
- La secuencia del fragmento de 27 residuos obtenida de la regiôn 
N-terminal del PRT de la histona de Co.KatXtX& capXtata tiene 
mayor homologla con zonas idénticas de las histonas Hi de em- 
briôn de erizo de mar (P.M.) y de esperma de erizo de mar (P.A.). 
Esta relaciôn estructural debe convertirse en una mayor proximi- 
dad funcional.
- La presencia de aminoécidos muy conservados en todas las histonas 
de secuencia conocida (Pro5, Lysl9, Arg21 y Gly23, numeraciôn en 
timo de ternera) se observa asimismo en la regiôn N-terminal del 
PRT de insecto. Esto révéla la necesidad de ciertos residuos en 
regiones concretas para la estructura especifica de este dominio 
central de las histonas muy ricas en lisina.
- El comportamiento estructural con el pH y la fuerza iônica es muy
similar en ambas histonas Hl (timo e insecto).
- La estructuraciôn por sal de las moléculas de histona no es un pro 
ceso cooperativo, mientras que las transiciones estructurales in- 
ducidas por el aumento de pH si lo son. Este hecho puede explicar
-lea­
se por las diferencias fundamentales que existen entre ambos tra 
tamientos; mientras que el aumento de fuerza iônica principalmen 
te apantalla cargas y favorece las interacciones hidrofôbicas, 
el aumento de pH se traduce, en muchos casos, en un plegamiento 
cooperativo de las protelnas favorecido por la titulaciôn de los 
residuos bâsicos de lisina y arginina.
- Se han aislado las regiones resistentes a la digestiôn triptica, 
en condiciones estructurantes, de ambas histonas y se ha demostra 
do que estos péptidos resistentes contienen el total de la regiôn 
capaz de adquirir estructura ordenada de las moléculas respecti- 
vas. Probablemente, el PRT de timo es idéntico al fragmento deno 
minado "Tr-Tr", aislado por Hartman et al. (1977).
- Estos PRTs presentan variaciones estructurales, con el aumento de 
pH y fuerza iônica, muy similares entre si y semejantes a los ob­
servados y ya comentados en las moléculas intactas de las que pro 
ceden. Resultado lôgico, por otra parte, para las regiones que 
contienen toda la estructura helicoidal de las moléculas paternas.
- Los estudios en presencia de un detergents, SDS, confirman estas 
similitudes observadas. El tratamiento con este agente induce un 
elevado porcentaje de a-hélice en la estructura de aunbas histonas.
- La histona de insecto contiens dos residuos de tirosina en su mo­
lécule (a diferencia de la histona de timo e igual que la histona 
Hl de esperma de erizo de raar), que estân localizados en la re­
giôn estructurable de la molécula, es decir présentes en el PRT.
- Uno de los residuos de tirosina de Hl de insecto, denominado ti­
rosina T, se comporta en sus transiciones estructurales de forma 
anâloga a la tirosina 72 de Hl de timo y se encuentra localizada 
hacia el interior de la regiôn globular, en un entorno hidrofôbi- 
co, en el estado final de la estructuraciôn por sal.
- Este residuo interno de tirosina de la histona de CzxatXtXh se 
comienza a estructurar en los inicios de la adiciôn salina, su 
pKg es idéntico al de la tirosina de timo, y al igual que en ésta, 
no varia con la fuerza iônica.
- El residue de tirosina extra de la histona de insecto, denominado
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tirosina C, posee caracterlsticas marcadamente diferentes; su 
pK^ es anormalmente bajo y muy dependiente de la fuerza iônica, 
como corresponde a residuos de tirosina situados hacia el medio 
polar en la superficie de protelnas.
Este residuo externo se estructura en una segunda etapa del pro 
ceso de plegamiento de la histona, después de que lo haya hecho 
la tirosina T, que en este momento se encuentra ya en un grado 
muy avanzado de su estructuraciôn.
El espectro de absorciôn, dicroismo circular en el UV prôximo y 
emisiôn de fluorescencia estân anormalmente desplazados hacia 
el rojo en el caso de la tirosina C cuando la molêcula se encuen 
tra estructurada. Debido a su localizaciôn externa este hecho 
debe ser, mâs bien, causa de grupos cargados en su proximidad, 
que de una transiciôn hacia un entorno mâs apolar.
Estos desplazeunientos anÔmalos observados en la tirosina C de in 
secto desaparecen por completo cuando la histona o su PRT se en- 
cuentran en presencia de SDS. El pK^ de ambas tirosinas, en estas 
condiciones, es idéntico e igual a 12.2, reflejo de un entorno 
similar y muy hidrofôbico para ambos residuos.
La nitraciôn de la histona Hl de insecto en condiciones taies que 
la molécula se encuentra estructurada modifica preferentemente el 
residuo de tirosina externo, mâs expuesto al agente, no mostrândo 
se pérdida alguna de estructura secundaria en la molécula de hi£ 
tona durante un largo perîodo de la reacciôn.
El residuo de tirosina T, interno, de la Hl de insecto, similar 
al de la histona de timo, se nitra mâs lentamente y en condicio­
nes mâs enérgicas. La modificaciôn de este residuo si implica una 
pérdida de estructura secundaria, reflejo de un papel mâs impor­
tante en la estructuraciôn de la regiôn globular de la molécula.
La estructuraciôn del dominio globular de estas protelnas, como 
consecuencia del aumento de fuerza iônica, debe tener algunas d^ 
ferencias cuando se comparan las moléculas intactas con sus re£ 
pectivos PRTs, ya que existe una mayor accesibilidad del reacti- 
vo de nitraciôn al residuo de tirosina interno en éstos ûltimos 
que en las histonas sin digerir.
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En HI de Insecto parecen existir por tanto tres dominios estruc­
turales semejantes a los encontrados en HI de mamlferos. Aunque 
se ha postulado que el dominio central es bâsico en las interac­
ciones protelna-protelna y los dominios N y C-terminales impor­
tantes en las interacciones proteîna-DNA, no existe una absolute 
indepencia entre ambos, de forma que las regiones N y C-termina­
les, muy polares, pueden modular la conformaci6n précisa del do­
minio globular, al menos con la histona en soluciôn.
El mantenimiento de la estructura integra del PRT de la histona 
Hl de CzKatXtXh es fundamental para la adquisiciôn de 3,a estruc­
tura nativa de esta regiôn. La pérdida de un fragmento N-terminal 
de 13 residuos supone una amortiguaciôn muy drâstica en la estruc 
turaciôn del fragmenta restante, necesitândose valores de fuerza 
iônica muy elevados para llegar a conseguir en este péptido resu_l 
tante una estructura secundaria similar a la del PRT del que pro 
cede.
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